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resumo 
 
 
No presente trabalho foram estudadas as variações na composição, estrutura 
e comportamento das substâncias húmicas sedimentares (SHS), promovidas 
pela presença de duas espécies de plantas da família Chenopodiacea, 
presentes nos sapais da Ria de Aveiro: a Halimione portulacoides e a 
Arthrocnemum fruticosum. Para além das variações espaciais horizontais, 
foram investigadas as variações ao longo de um perfil de profundidades. Desta 
forma, para além da camada superficial (0-10 cm) de sedimentos com 
diferentes espécies de plantas e sem plantas, também foram investigadas 
camadas de sedimentos intermédia (20-25 cm) e profunda (45-50 cm). Para a 
extracção das SHS recorreu-se a uma pequena modificação do método 
proposto pela International Humic Substances Society (IHSS) para extracção e 
purificação de substâncias húmicas de solos. As SH extraídas foram 
caracterizadas através dos métodos espectroscópicos de absorção no 
ultravioleta visível, de fluorescência molecular síncrona, de absorção no 
infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) e de RMN 
13
C em estado 
sólido. Estas técnicas de caracterização foram complementadas pela análise 
elementar e termogravimetria. Em algumas amostras, foram ainda 
determinados o conteúdo em alguns metais por ICP-AES e o conteúdo 
funcional ácido por titulações potenciométricas. Após exaustiva caracterização 
das amostras de AH, procedeu-se ao estudo da sua capacidade de 
complexação com o cobre, recorrendo a titulações monitorizadas por 
fluorescência molecular síncrona. 
Os resultados revelaram que a colonização de sedimentos por plantas 
vasculares superiores conduz a uma alteração profunda no ambiente 
sedimentar e que esta é reflectida na diagénese das substâncias húmicas 
sedimentares, tendo-se observado variações a uma pequena escala espacial. 
O estudo deste tipo de variações nunca tinha sido efectuado em trabalhos 
anteriores. Nos ácidos fúlvicos detectaram-se diferenças na composição e 
estrutura das amostras correspondentes às camadas superiores de 
sedimentos, reflectindo a presença de diferentes colonizações vegetais. 
Relativamente aos ácidos húmicos, foi possível classificá-los em dois tipos 
distintos. Os AH do tipo I correspondem aos sedimentos superficiais e 
intermédios dos locais com plantas. Neste tipo de AH verificou-se uma 
incorporação de polissacarídeos e estruturas peptídicas, em estados de 
humificação pouco desenvolvidos. Os AH do tipo II correspondem aos 
sedimentos mais profundos de todos os locais e aos intermédios do local sem 
plantas e caracterizam-se por um maior grau de humificação e polimerização, 
um maior conteúdo aromático e de estruturas conjugadas e um maior 
conteúdo de grupos carboxílicos. 
Essas diferenças estruturais conduzem a diferentes comportamentos 
ácido/base e de complexação com o cobre. Assim, os AH do tipo I, que 
apresentam sinais espectroscópicos mais baixos associados a grupos 
carboxílicos e fenólicos, têm menor conteúdo de grupos funcionais ácidos e 
menor capacidade de complexação com o cobre quando se consideram 
ligandos característicos de unidades aromáticas conjugadas. Relativamente 
aos valores de log K dos complexos de AHS com o cobre, as amostras 
representativas da camada superficial dos sedimentos com plantas 
apresentaram valores superiores aos das restantes amostras de AH 
estudadas, cujos valores de log K são similares entre si. Atendendo aos 
resultados de análise elementar e espectroscópica, este facto pode estar 
associado à presença de compostos de azoto não peptídicos. 
Quanto a outros ligandos para o cobre, nomeadamente os representativos de 
estruturas peptídicas contendo o aminoácido triptofano e estruturas aromáticas 
simples, não foi possível obter resultados conclusivos. Dado que os ácidos 
húmicos do tipo I demonstraram um maior conteúdo peptídico e menor 
conteúdo aromático, o estudo destes ligandos torna-se importante para 
compreender melhor o efeito da presença de plantas nos sedimentos de sapal 
sobre o comportamento dos ácidos húmicos sedimentares como ligandos para 
o cobre. 
Refere-se ainda que foram detectadas certas especificidades na variação das 
características do sedimento e das substâncias húmicas com a profundidade 
nos diferentes locais estudados que não podem ser explicadas meramente 
com a presença de material vegetal oriundo de diferentes espécies de plantas, 
requerendo um conhecimento mais aprofundado das comunidades bentónicas 
e do ambiente físico-químico do sedimento. 
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abstract 
 
The variations in composition, structure and behaviour of the sedimentary 
humic substances  (SHS), promoted by the presence of two Chenopodiacea
plant species, existing in the Ria de Aveiro salt marshes, were studied. The 
plant species were Halimione portulacoides and Arthrocnemum fruticosum. 
Horizontal and in depth variations were studied. Thus, the study included three 
layers of sediments from sites without vegetation and vegetated by each plant 
species: surface layer (0-10 cm), intermediate layer (20-25 cm) and deep layer 
(45-50 cm). SHS were extracted and purified using a slight modification of the 
International Humic Substances Society (IHSS) method for the extraction and 
purification of soil humic substances. The extracted HS were characterized 
using UV-Visible, molecular fluorescence, Fourier transform infrared (FTIR), 
and solid state 
13
C NMR spectroscopies. These characterization techniques 
were complemented with elemental and thermogravimetric analysis. In some 
samples metals contents and the acidic functional groups contents were 
determined by ICP-AES and potentiometric titrations, respectively. After the 
exhaustive characterization of the humic acids samples, their copper 
complexation capacity was studied by fluorimetric titrations. 
The results showed that the sediment colonization by superior vascular plants 
leads to a deep modification on the sediment environment that is reflected on 
the SHS diagenesis, revealing small scale spatial variations. This kind of 
variatons  was not documented in previous works. In the fulvic acids, 
differences were detected in the composition and structure of the surface layers 
samples, reflecting the presence of different plant colonization. Relatively to the 
humic acids (HA) it was possible to classify them into two distinct types. The 
HA of the type I correspond to the surface and intermediate layers of sediments 
from the sites with plants. HA of this type revealed an incorporation of 
polysaccharides and peptidic structures and a low degree of  humification. The 
type II HA corresponded to the deepest sediment layer of all the sites and the 
intermediate sediment layer of the site without plants. These HA are 
characterized by a higher humification degree and polymerization, a higher 
content of aromatic and conjugated structures and a higher carboxylic content. 
The structural differences lead to different acid/base and copper complexation 
behaviour. Thus, the type I HA, that exhibit the lowest spectroscopic signals of 
carboxylic and phenolic groups, have the smallest acidic functional groups 
contents and copper complexation capacities associated to conjugated 
aromatic ligands. Relatively to the log K values of the sedimentary HA/copper 
complexes, the samples representative of the vegetated sediment surface layer 
exhibited the highest values comparatively to the other samples whose log K 
values were similar between them. Considering the spectroscopic and 
elemental analysis results, this fact may be associated to the presence of non 
peptidic nitrogen compounds. Relatively to the other copper ligands, namely 
those that represent the peptidic structures with the amino acid tryptophan and 
simple aromatic structures, it was not possible to obtain conclusive results. 
Since the type I HA revealed a larger peptidic content and a smaller aromatic 
content, the study of these ligands is important to better understand the effect 
of the plants presence in the salt marsh sediments on the sedimentary humic 
acids behaviour as copper ligands. 
It was also observed that there are some specific features on the variation of 
sediment and HA characteristics along depth in the different sites. These 
specific features can’t be explained only by the presence of material coming 
from different plant species, requiring a deepest knowledge of the benthonic 
communities and of the physical-chemical environment of the sediment. 
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I. 
INTRODUÇÃO GERAL 
1.1. ENQUADRAMENTO 
Os sistemas estuarinos possuem uma relevante importância ambiental, ecológica e 
socioeconómica. Estes sistemas encontram-se na transição entre o fluvial e o marinho, albergando 
vários habitats e nichos ecológicos. Por isso são amplamente considerados como suporte de vida, 
tanto aquática como terrestre, sendo pólos de desenvolvimento de um grande número de 
actividades humanas, tanto recreativas como económicas (Odum, 1971; CE, 2003). 
Porém, o facto de estes sistemas serem bastante produtivos e pólos de desenvolvimento leva a que 
sofram excessivas pressões antropogénicas (Valiela, 2006). Não sendo excepção, a Ria de Aveiro 
tem sofrido uma série de impactes devidos às actividades humanas que se desenvolveram em seu 
redor. Dos impactes mais referidos, destacam-se aqueles resultantes da introdução de substâncias 
xenobióticas, tais como substâncias contendo iões metálicos. Estas substâncias provêm de diversas 
origens, nomeadamente da descarga de efluentes industriais e domésticos e das actividades agro-
pecuárias e portuária (Pereira et al., 1998; DRAOTC, 2002; Cerqueira et al., 2006; Moreno-Garrido 
et al., 2007). 
Um dos metais que tem sido introduzido neste sistema estuarino, podendo ser transportado para os 
sedimentos marinhos mais próximos, é o cobre (Pereira et al., 1998; Abrantes et al., 2005; Rocha et 
al., 2005). De facto, nos sedimentos mais contaminados as concentrações deste metal podem 
ultrapassar o valor de 200 µgg-1 (Monterroso et al., 2003; 2007; Rocha et al., 2005). De acordo com 
Monterroso et al. (2003) as maiores concentrações foram encontradas no Largo do Laranjo, 
encontrando-se associadas aos picos de concentração de outros metais e de matéria orgânica 
(MO). De acordo com estes autores, o facto de esta zona ter sido sujeita a descarga de efluentes 
industriais, provenientes do complexo industrial de Estarreja, implica que a fonte de cobre nesses 
sedimentos terá sido antropogénica. 
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Em outros concelhos situados nas bacias hidrográficas dos rios afluentes ao sistema lagunar, 
também existem indústrias, como por exemplo metalurgicas e metalomecânicas, de cerâmica e 
curtumes, cujos efluentes poderm conter quantidades apreciáveis de cobre (Pereira et al., 1998; 
DRAOTC, 2002; Cerqueira et al., 2006). Por outro lado, a actividade agro-pecuária também pode 
ser uma fonte considerável deste metal dado que é um constituinte de adubos, fungicidas e rações 
para animais (Varennes, 2003; Hérnandez et al., 2006). 
Embora o cobre seja um micronutriente, essencial para o crescimento vegetal e manutenção 
metabólica de todos os organismos, incluindo o ser humano, este metal é acumulável, podendo ser 
tóxico em concentrações excessivas e em condições redox e de pH favoráveis à sua solubilização 
(Das et al., 2001; Wright & Welbourn, 2002; Varennes, 2003). Dos impactes associados à presença 
de quantidades apreciáveis de cobre lábil em ambientes aquáticos e terrestres, destacam-se a 
alteração da actividade microbiana nos solos, com possíveis efeitos nos ciclos biogeoquímicos do 
carbono e do azoto e a diminuição na produtividade de biomassa devida à sua fitotoxicidade e 
toxicidade sobre organismos aquáticos, tais como plâncton, crustáceos, gastrópodes, ictiofauna e 
algas (Romeu-Moreno & Mas, 1999; Wright & Welbourn, 2002; Varennes, 2003; Tremel-Schaub & 
Feix, 2005; Moreno-Garrido et al.., 2007). 
Como demonstram diversos estudos de especiação em solos, sedimentos marinhos e águas, o 
cobre tem uma elevada tendência para se associar à MO e à fracção mineral destes ambientes 
(Hagemeyer, 1999; Stevenson & Cole, 1999; Das et al., 2001; Varennes, 2003; Tremel-Schaub & 
Feix, 2005). Como resultado, este metal acumula-se no solo, nas folhas e raízes das plantas, nos 
sedimentos aquáticos e nos organismos bentónicos (Wright & Welbourn, 2002; Fitzgerald et al., 
2003; Reboreda & Caçador, 2007). 
Tem-se verificado que a Ria de Aveiro funciona como uma “armadilha” para vários metais que ficam 
retidos nos seus sedimentos, através da sua adsorção em partículas argilosas e siltosas ou co-
precipitação com oxihidróxidos de ferro e de manganês (Ramalhosa et al., 2005; Rocha el al., 2005; 
Monterroso et al., 2007). Para além dos aspectos relacionados com a sua morfologia e com o 
gradiente da salinidade, o facto de nas zonas mais recônditas da laguna, na desembocadura dos 
rios seus afluentes, se desenvolverem sapais que contribuem para a retenção de sedimentos e 
alteração das suas condições fisico-químicas também contribui para a acumulação de metais nos 
sedimentos (Dias et al., 2003; Micaelo et al., 2003; Reboreda & Caçador, 2007). 
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Apesar de serem historicamente considerados inúteis pela população em geral, por serem zonas 
pantanosas e de difícil acesso, os sapais são nichos ecológicos com uma importância fulcral para os 
ambientes estuarinos. A sua importância ecológica tem a ver com os seguintes aspectos (Odum, 
1971; Schubauer & Hopkinson, 1984; Taylor & Allanson, 1995; Alberts & Griffin, 1996; Goñi & 
Thomas, 2000; Mitsch & Gosselink, 2000; Van Wijnen & Bakker, 2000; Allanson, 2001; Kostka et al., 
2002a; Morse et al., 2004): 
• Podem funcionar como reguladores do ciclo hidrológico, defendendo as zonas terrestres 
limítrofes de situações de inundações, em situações de ponta de cheia; 
• Possuem uma elevada produtividade primária, sendo uma importante fonte de energia e 
biomassa para os sistemas estuarinos; 
• Desempenham um importante papel nos ciclos biogeoquímicos do carbono, do fósforo e do 
azoto, servindo como armazéns ou como fontes destes nutrientes, dependendo da sua 
maturidade e estabilidade, e regulando as suas trocas entre o meio terrestre e o mar; 
• São zonas utilizadas por muitas aves aquáticas para nidificação, alimento e abrigo; 
também são habitat preferencial de uma variedade de outros animais, desde moluscos e 
crustáceos a batráquios, répteis, mamíferos de pequeno porte; são berçários e fonte de 
alimentação de muitas espécies de ictiofauna e outros recursos haliêuticos. 
Para além disso, devido à sua elevada produtividade primária, os sapais também têm um papel 
fundamental na depuração das águas naturais, podendo reter e transformar os nutrientes que 
afluem aos sistemas estuarinos, minimizando os efeitos da eutrofização de origem antropogénica 
(Flindt et al., 1999; Van Wijnen & Bakker, 2000; Allanson, 2001; Morse et al., 2004; Caçador et al., 
2007; Lopes et al., 2007). A acção depuradora destes ecossistemas também pode ser traduzida 
pela sua capacidade em reter metais e outros contaminantes (Giblin et al., 1986; Caçador et al., 
1996; Dollar et al., 2001). 
Porém, pelo facto de os sapais reterem esses contaminantes, podem servir como uma espécie de 
“bomba relógio”. Uma vez que são sistemas frágeis e sujeitos a variadas pressões antropogénicas 
como por exemplo, a drenagem dos seus solos para utilização agrícola ou ocupação urbana, os 
sapais podem facilmente sofrer uma ruptura no seu equilíbrio, resultando numa provável 
remobilização dos contaminantes anteriormente retidos nos seus sedimentos (Giblin et al., 1986; 
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Stumm & Morgan, 1996; Mitsch & Gosselink, 2000; Allanson, 2001; Varennes, 2003; Santín et al., 
2007). Desta forma, torna-se importante conhecer os diversos factores que influenciam o transporte, 
retenção e remobilização de metais nesses meios. 
Esses mecanismos são altamente regulados pela presença de ligandos, particularmente orgânicos 
(Wells et al., 1998; Apte et al., 2000; Voelker & Kogut, 2001; Schmitt et al., 2003). As substâncias 
húmicas (SH) constituem uma fracção importante de ligandos orgânicos existentes, tanto no meio 
aquático como terrestre (Mayer, 1985; Santos, 1994; Fukushima et al., 1996; Wasserman et al., 
1998; Brown et al., 1999; Voelker & Kogut, 2001; Tipping, 2002; Wright & Welbourn, 2002; Rocha & 
Rosa, 2003; Plaza et al., 2006). 
Estas substâncias são a maior fracção da MO existente em ambientes aquáticos, podendo contribuir 
para 50-80% do carbono orgânico dissolvido (COD) de rios e para 5-30% do COD em águas 
marinhas (Stuermer & Harvey, 1974; Malcolm, 1985; Benner et al., 1992; Kördel et al., 1997; Alberts 
& Takács, 1999; Komada et al., 2002; Repeta et al., 2002). Nos solos estuarinos, constituem uma 
fracção importante da MO (Gonzalez Prieto et al., 1989; Santín, 2008). Não é, portanto, de 
estranhar que as SH tenham um papel fundamental relativamente à retenção e/ou remobilização de 
metais em sedimentos estuarinos, nomeadamente em sapais. Por esse motivo, o conhecimento da 
natureza e comportamento das SH nesses meios torna-se pertinente. 
Os sapais estuarinos estão inseridos em ambientes aquáticos lênticos que funcionam como 
“armadilha” para os sedimentos e MO que aí afluem através das correntes fluviais e tidais. 
Adicionalmente, devido à baixa profundidade, a camada eufótica atravessa toda a coluna de água. 
Estes factores conduzem a uma elevada actividade microbiana, característica desses ambientes 
(Packham & Willis, 1997; Kostka et al., 2002a; Cunha et al., 2005). Dessa actividade pode resultar 
tanto a mineralização da MO como a sua transformação em material potencialmente precursor da 
matéria húmica (Filip & Alberts, 1988; 1994a; Caradec et al., 2004). Por outro lado, a produção 
primária neste ambientes é bastante elevada, resultante da actividade fotossintética tanto das 
plantas vasculares halófitas que se fixam nos sedimentos, como do fitoplâncton (Schubauer & 
Hopkinson, 1984; Taylor & Allanson, 1995). Assim, as SH existentes em sedimentos de sapais, para 
além de terem origem nos rios e mar adjacentes, também podem ser produzidas e transformadas in 
situ
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Já foi demonstrado que diferentes espécies de halófitas podem ter diferentes populações de 
microrganismos associadas aos seus tecidos vegetais e à sua rizosfera, levando a diferentes taxas 
e vias de transformação da MO (Filip & Alberts, 1988; Kostka et al., 2002a; Cunha et al., 2005). 
Desta forma, a colonização dos sedimentos por diferentes tipos de plantas pode introduzir diferentes 
precursores de SH, tanto através do desenvolvimento e decomposição da sua parte aérea, como 
através do desenvolvimento das suas raízes e produção de seus exudatos (Filip & Alberts, 1988; 
Goñi & Thomas, 2000; Mendonça et al., 2004; Otero et al., 2007). 
Desta forma, as propriedades das substâncias húmicas sedimentares (SHS) poderão reflectir 
diferentes tipos de colonização vegetal, tendo provavelmente repercussões na influência dessas 
substâncias na especiação, transporte e disponibilidade biológica de poluentes orgânicos e 
inorgânicos. No entanto, a composição, estrutura e comportamento da matéria húmica de sapais e 
outros ambientes estuarinos similares ainda está pouco documentada (Gonzalez Prieto et al., 1989; 
Alberts & Filip, 1994a; 1998; Alberts & Takács, 1999; De Souza Sierra et al., 2000; Rosa et al., 
2000; Mendonça et al., 2004; Santín et al., 2007; 2008). Dos trabalhos referentes a SH de sapais, os 
de Filip, Alberts e seus colaboradores (Alberts et al., 1988; Filip et al., 1988; Alberts & Filip, 1989; 
Filip & Alberts, 1989; 1993) foram os que mais se debruçaram sobre a avaliação da real contribuição 
vegetal para a composição das SHS. No entanto, os estudos destes autores limitaram-se a sapais 
norte-americanos, essencialmente colonizados por uma única espécie vegetal, a Spartina 
alterniflora. Mais recentemente, Santín et al. (2008; 2009) caracterizaram as SH de sapais 
colonizados por Spartina maritima e por Juncus maritimus, com diferentes localizações geográficas 
e diferentes regimes de inundação. 
Porém, como foi anteriormente referido, diferentes espécies de plantas de sapal poderão ser fonte 
de material orgânico com diferente composição e é importante alargar estes estudos a sedimentos 
colonizados por outro tipo de halófitas. Para além disso, uma vez que as plantas de sapal são fontes 
locais de compostos precursores para reacções de humificação, diferentes tipos de colonização 
vegetal, incluindo a sua ausência, podem conduzir a variações à pequena escala espacial na 
composição, estrutura e comportamento das SH sedimentares, que não foram investigadas em 
trabalhos anteriores. Para além de horizontais, estas variações espaciais também podem ocorrer ao 
longo de um perfil de profundidade, reflectindo a produção e transformação da MO à superfície, 
devida à parte aérea das plantas, algas, fitoplâncton e outros organismos bentónicos e em camadas 
de sedimentos sub-superficiais, devido à matéria vegetal subterrânea e aos organismos associados. 
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1.2. OBJECTIVOS E TRABALHO EFECTUADO 
Considerando os aspectos referidos no sub-capítulo anterior, pretendeu-se com o presente estudo, 
contribuir para o conhecimento da natureza e composição de SH sedimentares de sapais 
estuarinos, tendo em vista o seu comportamento como ligando para o cobre. Adicionalmente, 
pretendeu-se contribuir para o conhecimento do papel das SH sedimentares nos ciclos 
biogeoquímicos do carbono e do azoto. 
Assim, o presente trabalho visa atingir os seguintes objectivos específicos: 
• Estudar a composição, estrutura e grupos funcionais ácidos das SH sedimentares 
extraídas de locais próximos e com diferentes colonizações vegetais de forma a investigar 
o efeito da presença de diferentes espécies de plantas ainda não estudadas; 
• Estudar a composição, estrutura e grupos funcionais ácidos das SH sedimentares 
extraídas a partir de diferentes profundidades, de forma a investigar o efeito da presença 
de diferentes materiais percursores e em diferentes ambientes químicos; 
• Contribuir para o conhecimento dos locais de coordenação com o cobre existentes nas SH 
sedimentares em sapais; 
• Contribuir para o conhecimento do efeito das variações composicionais e estruturais das 
SHS sobre a sua capacidade de complexação com o cobre. 
De forma a atingir esses objectivos específicos, procedeu-se à extracção e purificação de ácidos 
húmicos e fúlvicos (AH e AF, respectivamente) de sedimentos de um sapal médio situado no Largo 
do Laranjo, na Ria de Aveiro, bem como à caracterização dos mesmos. Posteriormente, foram 
efectuados estudos do seu comportamento ácido/base e da sua complexação com cobre, através 
das respectivas titulações. 
As SH foram extraídas de amostras de sedimentos recolhidos em três locais de diferente 
colonização vegetal, próximas entre si. Num dos locais predominava a Halimione portulacoides e no 
outro a Arthrocnemum fruticosum. Ambas as espécies pertencem à família Chenopodiaceae e são 
abundantes nos sapais da Ria de Aveiro (DRAOTC, 2002). O outro local situava-se num canal que 
banha o sapal, junto às suas margens, estando desprovido de plantas. Com a tentativa de 
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representar diferentes ambientes sedimentares com diferentes origens e transformações da MO, 
foram seleccionadas para cada local três profundidades de sedimentos: sedimentos superficiais; 
sedimentos intermédios com maior teor em biomassa resultante de povoações antigas; sedimentos 
profundos, sem quantidades significativas de biomassa. 
A caracterização destas substâncias efectuou-se através de análise elementar, termogravimetria e 
pelas técnicas espectroscópicas de absorção no ultravioleta-visível (UV-Visível), fluorescência 
molecular síncrona (FMS), absorção no infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) e 
ressonância magnética nuclear de carbono 13 (RMN 13C) no estado sólido. Também foram 
determinados os conteúdos em metais nas amostras de ácidos húmicos sedimentares (AHS) 
através da emissão atómica com plasma induzido (ICP-AES). 
Após conhecer alguns aspectos relativos à estrutura e composição dessas substâncias, prosseguiu-
se com o estudo do seu comportamento ácido/base, através de titulações potenciométricas, a fim de 
conhecer os conteúdos em grupos funcionais ácidos e as eventuais variações nas constantes de 
acidez das amostras. Por fim, foram efectuadas titulações fluorimétricas para determinar os 
parâmetros complexação (capacidade de complexação e constante de equilíbrio) entre diferentes 
amostras de AHS e o cobre. Essas titulações foram antecedidas por estudos exploratórios que 
visavam compreender a variação dos espectros de FMS dos AHS na presença de cobre e em 
diferentes matrizes químicas. 
1.3. ESTRUTURA DA TESE 
Para além desta introdução geral, a estrutura desta tese consiste em mais oito capítulos. O primeiro 
desses oito capítulos é um capítulo teórico designado por “Dinâmica de Sapais Estuarinos”, onde se 
descrevem os mecanismos que levam à formação de sapais no seio dos estuários; o ambiente 
fisico-químico dos seus sedimentos; a origem da MO e as suas vias de transformação nesse 
ambiente; e, particularmente, a formação e transformação das SH e o seu comportamento como 
ligandos para o cobre. 
Os cincos capítulos seguintes referem-se a cada fase do trabalho de investigação levado a cabo 
pela doutoranda, nomeadamente a extracção das SHS, no capítulo III, onde se inclui a descrição do 
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local de amostragem e a caracterização físico-química dos sedimentos amostrados; um estudo 
sobre a importância do efeito de filtro interno sobre os espectros de fluorescência e o método 
adoptado para a sua correcção, no capítulo IV; a caracterização das SHS através das técnicas 
anteriormente referidas, bem como uma análise integrada dos dados obtidos, de forma a 
estabelecer conclusões acerca das características gerais das SHS e das alterações induzidas pela 
presença de diferentes espécies de plantas e em diferentes ambientes sedimentares, no capítulo V; 
o estudo do conteúdo funcional ácido de algumas amostras de AHS através de titulações 
potenciométricas, no capítulo VI; e o estudo da sua capacidade de complexação com o cobre 
através de titulações fluorimétricas, no capítulo VII. Na introdução deste último capítulo, tecem-se 
ainda algumas considerações sobre os reagentes adoptados para o controlo das condições fisico-
químicas e a adição de metal nas titulações por FMS. 
Por fim, os dois últimos capítulos são os das “Conclusões Gerais e Considerações Finais” e das 
“Referências Bibliográficas”. No capítulo das conclusões gerais descrevem-se as características 
gerais dos diferentes tipos de SHS estudadas e analisa-se a relação entre as diferenças estruturais 
e composicionais dos AHS e o seu conteúdo funcional ácido e comportamento relativamente à 
complexação com o cobre. Simultaneamente, tecem-se considerações visando os objectivos 
pretendidos e os atingidos e propõe-se trabalho futuro necessário para completar o presente 
trabalho, bem como alargar o conhecimento acerca da diagénese e comportamento das SHS 
existentes em sapais. 
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II. 
DINÂMICA DE SAPAIS ESTUARINOS 
2.1. FORMAÇÃO E DESENVOLVIMENTO DE UM SAPAL 
Os sapais são sub-sistemas dos meios estuarinos, caracterizados por faixas de lodo ou areias, 
situadas em zonas pouco profundas que, consoante o regime de marés, podem estar emersas ou 
submersas e onde se desenvolvem colónias de macrófitas tolerantes às condições extremas de 
elevada salinidade (Odum, 1971; Biorede, 2001). Sendo uma importante interface entre os habitats 
marinhos e terrestres, estes ecossistemas são altamente produtivos, servindo de suporte à 
reprodução e à alimentação de muitos organismos marinhos (Mitsch & Gosselink, 2000). Para além 
disso, são sistemas abertos que recebem, transformam e exportam sedimentos, nutrientes, MO e 
metais (Caçador, 1994; Válega, 2002) 
Estes ambientes desenvolvem-se perto das desembocaduras dos rios, em baías, em planícies 
costeiras protegidas e em redor de lagunas costeiras protegidas. Em termos geográficos, costuma-
se afirmar que os sapais se encontram localizados nas latitudes médias e altas (a norte dos 25ºN e 
a sul dos 25ºS), ao longo das costas intertidais, por todo o Mundo e que nas regiões tropicais e sub-
tropicais estes ecossistemas são substituídos por mangais (Mitsch & Gosselink, 2000). Porém, 
também existem alguns sapais situados no hemisfério sul (Taylor & Allason, 1995). 
As espécies vegetais presentes nas diferentes zonas dos sapais variam bastante consoante a 
região do mundo considerada e as características ambientais do estuário (Valiela, 1995). No 
entanto, a sua estrutura ecológica e funções são semelhantes ao longo de todo o mundo (Mitsch & 
Gosselink, 2000). 
De acordo com a classificação apresentada por Mitsch & Gosselink (2000), os sapais portugueses 
estão incluídos nos grupos da Europa do Norte e Mediterrâneo. O primeiro inclui os sapais ao longo 
da costa Oeste da Europa, desde a Península Ibérica até à Escandinávia, incluíndo a Grã-bretanha 
e a costa do Mar Báltico. Muitos destes sapais são caracterizados por um clima moderado com 
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suficiente precipitação, mas com elevadas salinidades ao longo dos extremos sul. Nas espécies 
dominantes incluem-se a Puccinellia maritima, o Juncus gerardi, a Salicornia spp., a Spartina 
anglica e a S. townsendii. Ao contrário dos sapais americanos, os sapais do Norte da Europa são 
geralmente caracterizados por uma escassez de vegetação na zona intertidal. Porém, tal como 
ocorre sapais da Ria de Aveiro, existem locais em que isso não se verifica. 
O grupo Mediterrâneo inclui os sapais áridos, das costas rochosas a arenosas do Mar Mediterrâneo. 
São dominados por vegetação arbustiva rasteira, Arthrocnemum, Limnonium, Juncus spp, e a 
halófita Salicornia spp. Tendo espécies vegetais características tanto deste grupo como do anterior, 
os sapais da Ria de Aveiro parecem estar classificados numa categoria intermédia entre estas duas. 
Dentro de cada área geográfica, o desenvolvimento e extensão dos sapais são determinados por 
vários factores físicos, dos quais se destacam o hidrodinamismo, a geomorofologia da linha de 
costa e a sedimentogénese. Os sapais costeiros são predominantemente intertidais, isto é, 
encontram-se em áreas inundadas durante a maré alta e emersas durante a maré baixa. Quando o 
terreno é pouco declivoso a inundação tidal e a fixação da vegetação são favorecidos. Os 
sedimentos que constituem o susbtrato dos sapais são originários do escoamento terrestre, do 
transporte sedimentar marinho e de material biogénico produzido dentro do próprio sapal (Mitsch & 
Gosselink, 2000). 
Em termos sedimentares, os sapais podem ser amplamente classificados como aqueles que são 
formados pelo transporte marinho de sedimentos, em costas dominadas pela influência tidal, e 
aqueles que são formados em Deltas dos grandes rios em que o maior fornecimento de sedimento 
mineral é ribeirinho. O primeiro caso é típico de quase todas as áreas costeiras do mundo (Mitsch & 
Gosselink, 2000), sendo a Ria de Aveiro uma dessas áreas (Dias et al., 1999). 
Nas costas onde o mar exerce uma influência dominante, só a existência de uma barreira que 
assegure a sedimentação e que previna uma excessiva erosão devida à acção das ondas é que 
permite o desenvolvimento de sapais. Nesses estuários, os sapais podem-se desenvolver tanto nas 
suas cabeceiras onde os sedimentos são depositados pelo rio, como por detrás das barreiras 
arenosas, protectoras contra a erosão das ondas e das correntes (figura 2.1). 
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Figura 2.1: Desenvolvimento de sapais nos lodos e areias protegidos por ilhas barreiras (Adaptado de Pinet, 
2003). 
No primeiro caso, os sapais têm características intermédias entre as de sapais marinhos e as de 
deltas. Esses sapais vão desenvolver-se nas margens protegidas da acção destrutiva das ondas, 
em zonas de águas pouco profundas e com baixos gradientes que levam à deposição dos 
sedimentos ribeirinhos. Os sapais das zonas mais interiores da Ria de Aveiro, como os do Largo do 
Laranjo, que têm uma fonte sedimentar ribeirinha, mas uma influência tidal marinha considerável, 
terão sido originados desta forma (Dias et al., 1999). No entanto, nestes sapais, a acção tidal deve 
ser o suficientemente forte para manter a salinidade com um valor superior a cerca de 5 ppt. Caso 
contrário, o sapal será substituído por plantas aquáticas de água doce (Mitsch & Gosselink, 2000).  
De uma forma geral, é referido que a formação de sapais é iniciada pela colonização de plantas 
pioneiras cujas sementes germinam nos sedimentos protegidos e estabilizados pelos factores 
físicos mencionados (Mitsch & Gosselink, 2000; Válega, 2002). Porém, saliente-se que existem 
factores biológicos que poderão contribuir de uma forma relevante para a estabilização de um 
substrato sedimentar favorável à fixação das primeiras plantas vasculares. As condições de 
reduzida erosão provocada pelo fraco hidrodinamismo, bem como os inundamentos periódicos 
favorecem a formação de filmes biológicos, formados por algas, bactérias e diatomácias, na 
superfície dos sedimentos. Graças à sua estrutura filamentosa, esse filme biológico promove a 
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retenção de sedimentos finos, enriquecendo o ambiente sedimentar em nutrientes que irão 
alimentar as primeiras plantas que possam germinar nesses sedimentos. Na tabela 2.1 encontram-
se compiladas a espécies de micro-algas e bactérias edáficas, dominantes em sapais (Mitsch & 
Gosselink, 2000). Saliente-se as cianobactérias que são quimiossintéticas fixadoras de N2 sendo 
algumas, como as do género Anabaena capazes de criar associações simbióticas com algumas 
espécies de plantas vasculares superiores, de forma a facilitar a fixação de azoto (Varennes, 2003). 
Note-se que este elemento pode ser limitante em meios estuarinos. 
Tabela 2.1. 
Espécies de microorganismos edáficos dominantes em sapais (Adaptado de Mitsch & Gosselink, 2000). 
Grupo taxonómico Forma de vida Género dominante 
Diatomácias Peniforme, birrafídea Navicula 
  Nitzschia 
  Amphora 
   
Cianobactérias Cocoide Chroococcus 
  Anacystis 
 Colonial Merismopedia 
 Filamentosa Anabaena 
  Nostoc 
  Calothryx 
 Oscilatória Lyngbya 
   
Eucariotas Filamentosa cenocítica Vaucheria 
Algas azuis-esverdeadas   
“Euglenoids”  Euglena 
Clorófitas (algas verdes)  Rhizoclomium 
  Enteromorpha 
As primeiras plantas colonizadoras dos sedimentos são pequenas ervas, constituintes dos actuais 
prados marinhos que se extendem desde as zonas inferiores da zona de maré até uma 
profundidade de 10 metros ou mais (Biorede, 2001). Nas zonas menos profundas, estas plantas 
criam zonas de atrito que atenuam as ondas geradas pelo vento. Desta forma, a capacidade da 
água inundante em transportar os sedimentos é alterada e a sua capacidade de erosão é diminuída, 
acumulando-se mais sedimentos. 
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Desta forma, ocorre uma elevação do terreno devido ao balanço positivo entre a sedimentação e o 
somatório da compactação com a erosão. Como resultado, o nível médio da maré-alta vai descendo 
relativamente a esse terreno, permitindo a germinação de sementes de plantas vasculares 
superiores adaptadas, no entanto, a condições diárias e sazonais extremas de períodos de 
alagamento e de salinidade elevada. 
Para suportar essas condições as plantas de sapal sofreram, numa primeira fase evolutiva de 
adaptação, uma série de alterações morfológicas. Destas destacam-se a redução da área foliar; o 
desenvolvimento de caules e folhas mais suculentos; o desenvolvimento de um aerênquima, isto é, 
um sistema de cavidades para transporte de gases desde as folhas até às raízes; o aumento da 
massa radicular; a protecção dos orgãos aéreos através de uma cutícula espessa; e a presença de 
glândulas osmoreguladoras (Biorede, 2001; Pinho et al., 2003; Varennes, 2003). 
Uma vez fixadas, as plantas criam condições para a acumulação de mais sedimento, devido 
essencialmente às seguintes razões (Mitsch & Gosselink, 2000): 
• Os caules e folhas abrandam a velocidade da água, promovendo a deposição dos 
sedimentos; 
• Devido ao seu sistema metabólico osmoregulador, podem promover alterações na 
salinidade no meio envolvente, influenciando positivamente a deposição de argilas por 
precipitação; 
• As raízes e rizomas aumentam a estabilidade do sedimento e a sua resistência à erosão 
hidráulica. 
Para além das condições propícias à acumulação de sedimento, as plantas de sapal produzem, por 
sua vez, quantidades consideráveis de matéria orgânica particulada que irá alimentar o “stock” 
sedimentar. Essa produção resulta da fixação dos nutrientes inorgânicos, acumulados no substracto 
do sapal, e da sua transformação em formas orgânicas, disponíveis aos organismos heterotróficos. 
Para essa produção de MO contribuem, para além dos tecidos aéreos das plantas, os tecidos e 
organismos constituintes da rizosfera, cuja biomassa pode superar a anterior (Schubauer & 
Hopkinson, 1984; Mitsch & Gosselink, 2000; Van Wijnen & Bakker, 2000; Caçador et al., 2004).  
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Devido à produção adicional de biomassa e à protecção facultada pelas comunidades vegetais, 
vários tipos de organismos são atraídos, fixando-se e formando colónias e associações com as 
plantas de sapal. Sobre os tecidos das macrófitas, desenvolvem-se comunidades de organismos 
epifíticos. Estes, juntamente com outros organismos bentónicos, podem ser também outro 
componente importante da comunidade autotrófica, contribuindo para a elevada produtividade do 
ecossistema (Mitsch & Gosselink, 2000). Acrescentam-se ainda os organismos presentes na 
rizosfera, tanto os que constiutuem as micorrizas que, através das associações que criam, 
favorecem a produção primária, como os que consomem e mineralizam a MO fresca libertada das 
raízes (Caravaca et al., 2005; Cunha et al., 2005). 
Apesar dessa elevada produtividade primária, nestes sistemas, tal como no restante estuário, as 
comunidades heterotróficas que seguem a via herbívora têm sido consideradas menos significativas 
relativamente às cadeias detrítiveras, restrigindo-se essencialmente a alguns grupos de insectos 
(figura 2.2). Assim, nos sapais abundam os organismos detrítiveros tais como caranguejos e outros 
artrópodes, moluscos, poliquetas e outros invertebrados depositíveros e suspensíveros, bactérias, 
fungos, protozoários entre outros microorganismos bentónicos. Também podem ser encontrados 
organismos heterotróficos superiores, principalmente nas zonas mais terrestres, tais como várias 
espécies de aves, pequenos mamíferos, batráquios, répteis, insectos, aracnídios e outros 
artrópodes predadores. 
Por seu turno, essas comunidades bióticas, instaladas no seio do sapal, também vão provocar 
alterações significativas sobre a deposição, composição e estrutura do sedimento. Nomeadamente, 
destacam-se as seguintes alterações (Pethick, 1993; Mitsch & Gosselink, 2000; Caravaca et al., 
2005): 
• A acção de retenção dos sedimentos é acelerada pela acção conjunta do microfitobentos, 
rizomas, raízes e micorrizas; 
• Os macroinvertebrados captam uma quantidade enorme de detritos suspensos, 
depositando-os como fezes ou pseudofezes; 
• Os próprios sedimentos servem de alimento aos organismos bentónicos, como as 
poliquetas, sofrendo assim uma transformação, designada normalmente por bioturbação; 
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• Os organismos bentónicos alteram ainda o ambiente sedimentar, revolvendo o sedimento, 
cavando canais e abrindo bioporos no seu seio;  
• O pisoteio de aves aquáticas e de mamíferos, nas zonas mais altas do sapal, vão provocar 
alguma degradação da estrutura vegetal, podendo desnudar algumas áreas, expondo-a às 
forças erosivas das marés e do vento. 
 
Figura 2.2: Cadeia alimentar de um sapal americano, mostrando os maiores grupos de produtores e 
consumidores (Adaptado de Mitsch & Gosselink, 2000). 
Estas alterações terão consequências sobre o desenvolvimento do sapal, contribuindo para a 
formação de uma complexa zonação e estrutura de plantas, animais e microorganismos, todos 
adaptados às flutuações sazonais e diárias de salinidade, secura alternada com submersão, e 
variações extremas de temperatura. 
Uma componente importante do ecossistema sapal é o sistema de riachos ou esteiros tidais (figura 
2.3). Estes atravessam as zonas mais baixas do sapal, formando uma rede intricada por onde 
circulam os organismos constituíntes do plancton e da ictiofauna e os nutrientes. Desta forma, esses 
canais funcionam como vias de troca de energia e materiais entre o sapal e as zonas estuarinas 
adjacentes (Mitsch & Gosselink, 2000). 
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Figura 2.3: Sapais com diferentes estágios de desenvolvimento. Note-se como os canais vão sendo 
preenchidos à medida que o sapal vai amadurecendo (Adaptado de Pinet, 2003). 
De acordo com uma hipótese referida por Mitsch & Gosselink (2000) esses esteiros ou riachos tidais 
teriam sido desenvolvidos já em bancos de areia antes de estes serem preenchidos pela vegetação 
intertidal em desenvolvimento. Os riachos tidais têm salinidade semelhante à do estuário adjacente 
e a profundidade de água no seu leito varia de acordo com a flutuação mareal. Os seus 
microambientes incluem diferentes zonas de vegetação ao longo dos seus bancos, com cadeias 
alimentares aquáticas importantes para os estuários adjacentes. Dado que o fluxo nos canais tidais 
é bidireccional, estes tendem manterem-se relativamente estáveis, não desenvolvendo meandros 
como a maioria dos rios que são sujeitos a fluxos unidireccionais. À medida que os sapais se vão 
tornando maduros e a sedimentação aumenta a sua elevação, os riachos tendem, no entanto, a ser 
preenchidos e o seu número diminui (Mitsch & Gosselink, 2000). 
Como se pode observar na figura 2.4, o sistema lagunar da Ria de Aveiro possui zonas em que 
essa rede de canais e esteiros é bem visível, principalmente na zona central da laguna. Em certas 
zonas, esses canais possuem margens abruptas, com pequenas elevações que podem atingir um 
metro de altura. Essas pequenas escarpas devem-se à acção erosiva da água, em zonas em que a 
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sua velocidade é aumentada devido à diminuição da secção do canal causada, por seu turno, pelo 
avanço do sapal (Válega, 2002). 
 
Figura 2.4: Composição de extractos de cartas militares, à escala de 1:25 000, mostrando o sistema lagunar 
da Ria de Aveiro (Fonte: IGEOE, 1998; 2001; 2002). Para apresentação neste texto, essa 
composição de cartas foi reduzida. 
Os factores físico-químicos mais importantes para a determinação da estrutura e função dos sapais 
são a frequência de alagamentos e sua duração, a salinidade do solo, a permeabilidade do solo e a 
limitação de nutrientes, particularmente o azoto. A vegetação dos sapais desenvolve-se em zonas 
distintas em resposta a estes e outros factores (Mitsch & Gosselink, 2000). Consoante a sua 
localização relativamente aos ambientes aquático e terrestre, estes ecossistemas podem dividir-se 
em três zonas (figura 2.5).  
A zona mais próxima do meio aquático, sujeita a alagamentos prolongados, designa-se por sapal 
baixo ou parshal (Pinho et al., 2003). Esta zona é a primeira a formar-se durante a génese de um 
sapal, através da fixação das plantas halófitas que, como foi referido, criam condições para uma 
maior retenção de sedimentos e novas colonizações. Nas zonas mais submersas dos sapais da Ria 
de Aveiro, domina a gramínea morraça (Spartina maritima), mais resistente a longos períodos de 
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submersão, formando os extensos prados de fundo verde escuros. Acompanhando esses prados, 
estão as plantas e algas filamentosas que compõem o moliço (Válega, 2002). Estas algas têm um 
papel fundamental na formação de uma rede estrutural capaz de reter as partículas sedimentares 
(Pethick, 1993). 
A zona adjacente, localizada ainda numa zona intertidal, é o sapal médio, onde predominam outras 
halófitas arbustivas e subarbustivas da Família Chenopodiaceae. Em Aveiro, essa zona 
corresponde às margens de valas, esteiros e linhas de drenagem, onde ocorrem, as quenopidácias 
gramata branca (Halimione portulacoides), Arthrocnemum fruticosum, a salicórnia (Salicornia 
ramosissima) e a gramata (Sarcocornia perennis). Entre estas quenopidácias surgem plantas 
herbácias de outras famílias, como o malmequer de praia (Aster tripolium), a campana-da-praia 
(Inula crithmoides), o sapinho das areias (Spergularia media), a erva do brejo (Triglchin marítima), a 
Cotula coronopitofolia e o limónio (Limonium vullgare) (Biorede, 2001; Válega, 2002; Pinho et al., 
2003). 
 
Figura 2.5: Representação esquemática de um sapal europeu, mostrando delimitação das diferentes zonas 
(Adaptado de Mitsch & Gosselink, 2000). 
Na margem seca do sapal, onde já não ocorrem alagamentos frequentes, situa-se o sapal alto com 
características mais próximas das de um ambiente terrestre. Aqui as espécies anteriores vão sendo 
substituídas por outras colonizadoras de ambientes mais terrestres e dulceaquícolas, tais como 
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Juncus maritimos, Scirpus maritimos, S. lacustris, Phragmites australis, entre outras (Pinho et al., 
2003). 
Tal como na diferenciação das diferentes zonas, os limites inferiores e superiores do sapal são 
geralmente determinados pelo intervalo de maré. Desta forma, o limite inferior é normalmente 
definido pela média da maré-alta, dependendo da profundidade e duração do alagamento, pelos 
efeitos mecânicos das ondas e pela susceptibilidade dos sedimentos às forças erosivas. O lado 
superior terrestre estende-se geralmente até ao limite extremo de alagamento das marés vivas 
(Mitsch & Gosselink, 2000). 
De acordo com Mitsch & Gosselink (2000) a estabilidade dos sapais a longo prazo é determinada 
pelas taxas relativas de dois processos: A acreação, incluindo a produção e a deposição de 
resíduos vegetais pela vegetação em crescimento, que provoca a expansão para o exterior e o 
crescimento vertical na zona intertidal, e a submergência costeira causada pelo aumento do nível do 
mar e pela subsidiência da superfície do sapal. Estes dois processos são, em certa medida, auto-
regulados. À medida que o sapal sofre subsidiência, é inundado mais frequentemente e, 
consequentemente, recebe mais sedimento e armazena mais turfa resultante da degradação mais 
lenta do substrato nas condições anóxicas. Contrariamente, se um sapal sofre uma acreação mais 
rápida, este vai estando cada vez mais afastado da zona intertidal, sofrendo menos inundações. 
Como consequência, recebe menos sedimento e a sua turfa é decomposta mais facilmente (Mitsch 
& Gosselink, 2000). 
O balanço entre a acreação e a submergência é influenciado por condições físicas locais. A origem, 
granulometria e natureza das partículas presentes na coluna de água vão determinar a sua 
sedimentação. Por outro lado, a amplitude da maré e a sua frequência, bem como o volume do fluxo 
ribeirinho e a sua variação sazonal determinam a velocidade das correntes e, por seu turno, a 
capacidade de transportar esses sedimentos. Adicionalmente, a morfologia da área determina o 
padrão dos fluxos hidráulicos, a erosão e a deposição dos sedimentos (Mitsch & Gosselink, 2000). 
Porém, embora os processos físicos exerçam uma influência importante sobre o desenvolvimento 
dos sapais estuarinos, os efeitos do biota também podem ser significativos, quer pelo 
enriquecimento em material orgânico e transformação dos sedimentos minerais depositados, quer 
pela alteração das condições de deposição e erosão. Mais do que controlar directamente as taxas 
de acreação, a importância dos sedimentos minerais deve-se aparentemente ao facto de 
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estimularem a produção e talvez tamponizarem o potencial redox do solo (Mitsch & Gosselink, 
2000). 
O impacto antropogénico sobre as características ambientais também poderá condicionar o 
desenvolvimento e estrutura de um sapal. Por exemplo, tal como será adiante explicado, existem 
evidências históricas de perda de biodiversidade nos sapais do Largo do Laranjo, na Ria de Aveiro, 
devido à contaminação excessiva dos seus sedimentos. Esses sapais passaram a ser dominados 
por uma única espécie, a Phragmites australis, mais tolerante à contaminação (Otero, 2007; Válega 
et al., 2008a). Actualmente, com os níveis de contaminação menos elevados, as outras espécies 
vegetais, como as quenopidácias voltaram a recuperar o seu lugar. 
2.2. CONDIÇÕES FISICO-QUÍMICAS EM SAPAIS 
Devido às suas múltiplas origens, a composição química de um sedimento intertidal estuarino é 
muito complexa, podendo conter espécies químicas presentes em ambientes aquáticos e terrestres. 
Globalmente são constituídos por areias, argilas e MO sendo, portanto ricos em silicatos, 
carbonatos, fosfatos, ferro, alumínio, manganês, magnésio e compostos orgânicos. 
Através dos fluxos marinhos, os sedimentos são regularmente fornecidos em sulfatos, cloretos, 
hipocloritos, carbonatos, magnésio, sódio e cálcio. Os compostos oriundos da drenagem terrestre 
dependem das características da bacia hidrográfica, nomeadamente do substrato do leito, das 
características químicas dos solos drenados, das condições atmosféricas da região, incluindo as 
condições meteorológicas e a contaminação atmosférica, dos organismos que habitam a coluna de 
água e das águas residuais que recebe. De uma forma geral, os rios costumam transportar 
quantidades consideráveis de nitratos, amónia, fosfatos, compostos orgânicos, carbonatos, cálcio, 
sódio, ferro, magnésio e outros metais. 
A atmosfera também pode ser uma fonte importante, quando os sedimentos não se encontram 
submersos, tanto pela precipitação pluvial, como pelo transporte eólico ou pela absorção de gases 
para a solução do sedimento ou adsorção na superfície das partículas sedimentares e organismos 
bentónicos. Por outro lado, também podem ocorrer fontes locais dos compostos químicos acima 
descritos, resultantes da actividade biológica. 
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Os sedimentos estuarinos podem ser considerados como solos hídricos, isto é, solos formados em 
condições anaeróbias, desenvolvidas durante a sua inundação ou saturação junto à superfície 
(Vepraskas & Faulkner, 2001). Devido e essas condições, os processos químicos que ocorrem 
nestes tipo de solos são maioritariamente governados por reacções de oxidação-redução. Essas 
reacções de oxidação-redução estão na origem da divisão dos sedimentos estuarinos nas três 
camadas distintas que se descrevem seguidamente (Biorede, 2001; Vepraskas & Faulkner, 2001): 
• Camada superficial arejada, onde se acumula a fracção mais grosseira e que contém 
espaços intersticiais por onde a água circula facilmente permitindo a oxigenação do 
sedimento. Geralmente essa camada é rica em óxidos de ferro, visíveis pelas cores 
castanha e alaranjada, e possui valores elevados de potencial redox. 
• Zona de descontinuidade redox, onde se dá uma diminuição brusca do oxigénio disponível 
e do potencial redox, devido à oxidação da MO. É uma zona de vasa onde a penetração do 
oxigénio se dá com maior dificuldade. 
• Zona anóxica, situada nas camadas mais profundas de sedimento, é caracterizada por 
uma ausência total de oxigénio e valores negativos de potencial redox. Esta zona é rica em 
nitritos e sulfuretos, devido à redução de nitratos e sulfatos. 
As profundidades relativas de cada uma destas camadas são variáveis, dependendo de diversos 
factores tais como, a granulometria do sedimento, a disponibilidade de oxigénio molecular e das 
formas oxidadas de outros elementos, a actividade biológica, a quantidade de MO e a colonização 
biológica dos sedimentos. 
De facto, são os processos de transformação da MO que vão influenciar significativamente o 
ambiente físico-químico dos sedimentos. Os sedimentos estuarinos são ricos em MO, de origens 
alóctone e autóctone, e em comunidades microbianas, essencialmente procariontes heterotróficos, 
que prontamente a utilizam na sua respiração celular. Nesse processo metabólico, a MO é oxidada 
para a produção de energia necessária para o metabolismo celular. Por exemplo, em condições 
aeróbias a glucose pode ser oxidada a dióxido de carbono de acordo com a seguinte reacção: 
C6H12O6 + 6O2 → 6CO2 + 6H2O [2.1] 
Esta é uma reacção de oxidação/redução com as seguintes semi-equações: 
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C6H12O6 + 6H2O → 6CO2 + 24e- + 24H+                   (oxidação) [2.2] 
6O2 + 24e- + 24H+ → 12H2O           (redução)  [2.3] 
Assim, para que uma reacção de oxidação de MO seja possível, as células necessitam de 
compostos que sejam utilizados como receptores finais dos electrões, produzidos durante a semi-
reacção de oxidação. 
Na presença de oxigénio, nas camadas superficiais do sedimento, é esse o composto que é 
reduzido. Nestas condições e dependendo de outros factores tais como o pH, a oxidação da MO 
facilmente decomponível pode ser completa, sofrendo portanto uma completa mineralização, isto é, 
o carbono orgânico pode ser completamente transformado numa forma inorgânica que, neste caso, 
é o dióxido de carbono que se liberta para a atmosfera. 
À medida que o oxigénio vai sendo consumido e a sua taxa de reposição vai sendo inferior a esse 
consumo, na camada de sedimento designada por descontinuidade redox, outros compostos vão 
sendo utilizados como receptores de electrões alternativos. Os receptores de electrões mais 
utilizados em solos anaeróbios são o NO3
-, o MnO2, o Fe(OH)3, o SO42- e o CO2 (Vepraskas & 
Faulkner, 2001). Conforme a sua disponibilidade, estes compostos vão sendo utilizados, 
teoricamente de acordo com a ordem apresentada na tabela 2.2. Nessa tabela estão descritas as 
reacções de redução de vários compostos que ocorrem naturalmente nos meios aquático, 
sedimentar e terrestre, bem como os respectivos valores de potencial redox. 
Note-se, no entanto, que a ordem a que estas reacções ocorrem e os valores de potencial 
apresentados são teóricos. Isto porque para a sua determinação foram assumidos os seguintes 
pressupostos (Vepraskas & Faulkner, 2001): 
• O potencial redox deve-se manter constante durante determinado tempo; 
• O potencial redox deve ser homogéneo ao longo de toda a matriz, não variando 
espacialmente; 
• Os receptores de electrões devem estar igualmente disponíveis para reagirem à mesma 
taxa. 
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Tabela 2.2. 
Reacções de redução de diversas substâncias, respectivas equações de cálculo dos potenciais redox e 
valores calculados para ambientes aquáticos, sedimentar e terrestre (White, 1998; Mitsch & Gosselink, 
2000; Vepraskas & Faulkner, 2001; Válega, 2002; Varennes, 2003). 
Potencial redox (Eh, mV) 
Gama de valores (pH=7) Semi-Reacção de redução 
Equações de Cálculo 
água sedimento solo 
1/4O2(g) +  H+ +  e- → 1/2H20 1229 + 59log(PO2)1/4 – 59pH + 811 +600 a +400 +380 a +320 
1/5NO-3+ 6/5H+ + 10e-→1/10N2(g)+3/5H20 1245–59[log(PN2)1/10+log(NO3-)1/5–71pH + 746 +250 +280 a +220 
1/2MnO2(s) + 2H+ + e- → 1/2Mn2+ + H2O 1224 - 59log(Mn2+) – 118pH +578(1) +225 +220 a +180 
5/4NO-3+ 6/5H+ + 10e-→1/8NH4++3/85H20 --- + 363 --- --- 
Fe(OH)3(s) + 3H+ +  e- →  Fe2+ + 3 H2O 1057 - 59log(Fe2+) – 177pH + 59(1) +100 a -100 +110 a +80 
FeOOH(s)  + 3H+ +  e- →  Fe2+ + 2 H2O 724 - 59log(Fe2+) – 177pH --- --- --- 
1/2Fe2O3(s) + 3H+ +  e- →  Fe2+ + 3/2 H2O 707 - 59log(Fe2+) – 177pH --- --- --- 
1/2CH2O +  H+ +  e- → 1/2 CH3OH --- -178 --- --- 
1/8SO4 2-+  5/4H+ +  e- →1/8H2S(g)+1/2H20 303–59[log(PH2S)1/8-log(SO42-)1/8-74pH -207 -100 a -200 -140 a -170 
1/8SO4 2- +  9/8H+ +  e- →1/8HS- + 1/2H20 --- -212 --- -140 a -170 
1/8CO2(g) +H+ +  e- → 1/8CH4(g)+ 1/4H20 169–59[log(PCH4)1/8-log(PCO2)1/2–59pH -242 --- -140 a -170 
1/6N2(g) + 4/3H+ +  e- → 1/3NH4+ --- -277 --- --- 
1/4CO2 +  H+ +  e- → 1/4CH2O +  1/4H20 --- -425 <-200 -140 a -170 
H+ +  e- → 1/2H2(g) 0,00 - 59log(PH2)1/2 – 59pH --- --- --- 
(1) Para concentrações de Mn2+ e Fe2+ de 1µM 
Porém, em sedimentos estuarinos intertidais o cumprimento destes pressupostos não é possível. 
Em primeiro lugar, porque são zonas que sofrem ciclos diários de submersão e emersão, recebendo 
águas com composições químicas diferentes, provenientes tanto do fluxo ribeirinho como das 
marés. Por outro lado, uma vez que a composição do sedimento pode não ser homogénea, 
possuindo zonas localizadas com diferentes materiais e com presença de organismos bentónicos 
que o podem revolver ou transformá-lo, as suas características físico-químicas, nomeadamente o 
teor de MO facilmente decomponível, não são espacialmente homogéneas. Por fim, os elementos 
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que funcionam como receptores de electrões também não estão igualmente disponíveis, 
dependendo a sua utilização microbiana da concentração no meio e especiação. 
Assim, as semi-reacções indicadas, bem como os respectivos valores de potencial redox, são 
meramente indicativos, indicando as condições médias que seriam esperadas para esses 
ambientes. No entanto, a sua análise facilita a compreensão dos processos físico-químicos e 
biológicos de transformação da MO e outras substâncias presentes no meio sedimentar. 
As bactérias que sobrevivem à ausência de oxigénio são designadas por anaeróbias obrigatórias ou 
facultativas. Estas têm a capacidade de reduzir outras substâncias, para além do oxigénio, desde o 
ião nitrato ao sulfato. Em solos de zonas húmidas, o ião nitrato é utilizado em primeiro lugar, a 
+250mV de potencial (Mitsch & Gosselink, 2000; Válega, 2002). Sendo reduzido primeiro a nitrito e 
posteriormente a óxido nitroso N2O e azoto molecular, num processo designado por desnitrificação.  
Quando todos os iões nitrato disponíveis são consumidos, o potencial redox diminui de novo e os 
compostos de manganês começam a ser reduzidos por outros microorganismos e assim 
sucessivamente (Varennes, 2003). Por fim, as condições sedimentares tornam-se tão redutoras que 
a própria MO é reduzida, através da fermentação alcoólica, e o dióxido de carbono é reduzido a 
metano, num processo designado por metanogénese (Craft, 2001). Porém, uma vez que a 
metanogénese é a reacção de redução menos eficiente e que nos sedimentos estuarinos existe 
uma grande disponibilidade de sulfatos oriundos do meio marinho, a produção de metano não é tão 
significativa como seria em ambientes dulciaquícolas (Craft, 2001). 
De facto, considera-se que as reacções de redução associadas à oxidação da MO predominantes 
em sedimentos marinhos anaeróbios são a redução do sulfato e a redução do ferro, levadas a cabo 
por bactérias específicas (Lowe et al., 2000; Kostka et al., 2002a). No entanto, as bactérias 
metanogénicas podem co-habitar com as sulfato-redutoras e consumirem substractos não utilizados 
pelas últimas como, por exemplo, metanol, metilamina e metionina (Lowe et al., 2000). 
Para além da disponibilidade em MO decomponível e dos elementos receptores de electrões, a 
ocorrência das diferentes reacções de oxidação-redução depende da composição e actividade da 
flora microbiana no meio. As bactérias são o grupo de microorganismos mais importante para o 
início do processo de oxidação da MO (Vepraskas & Faulkner, 2001). Uma vez que existem 
diferentes grupos de bactérias, com processos metabólicos diferentes, a sequência das reacções 
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redox depende do tipo de bactérias presentes e da sua abundância. Esta, por seu turno, depende, 
para além da disponibilidade de nutrientes, das relações de competição intra- e inter-específica que 
ocorrem entre as populações de microorganismos. 
Para além disso, certos factores abióticos como a frequência e duração da exposição solar e de 
inundações, também têm influência sobre a ocorrência de reacções de oxidação-redução. Por 
exemplo, pode ocorrer a redução fotoquímica de complexos organo-férricos (Mitsch & Gosselink, 
2000). Assim, a sequência de reacções apresentada não tem que se dar obrigatoriamente, podendo 
iniciar-se uma reacção sem que ocorra a extinção de elemento envolvido na reacção anterior. 
À medida que a MO vai sendo oxidada, o potencial redox vai diminuindo devido ao aumento do 
número de espécies reduzidas. Uma vez que às reacções de redução está associado um consumo 
de iões H+, o pH do meio também sofre alterações. De uma forma geral, há uma tendência para a 
neutralidade. Enquanto que nos meios ácidos ocorre um aumento do pH, nos meios alcalinos o ferro 
e o manganês estão menos disponíveis para as reacções de redução, pelo que há menos consumo 
de H+. No entanto, a oxidação da MO durante a fase inicial aeróbia liberta dióxido de carbono que, 
quando o sedimento está saturado de água, difunde-se lentamente, acumulando-se na solução. 
Assim, o pH desse meio tende a diminuir (Vepraskas & Faulkner, 2001; Varennes, 2003). 
Muitas reacções de oxidação-redução são reversíveis. Por exemplo, a forma reduzida de Fe2+ pode 
ser re-oxidada a Fe3+ através de reacções abióticas ou biológicas levadas a cabo por bactérias 
quimiossintéticas, sendo a oxidação biológica do ferro a reacção mais rápida. Pensa-se que o 
mesmo processo pode ocorrer com o manganês (Mitsch & Gosselink, 2000; Válega, 2002). 
Em oposição, algumas reacções de redução são parcialmente ou totalmente irreversíveis por se 
formarem gases que, se não forem reutilizados por organismos quimioautotróficos, podem-se 
escapar para a massa de água adjacente ou directamente para a atmosfera. Tais reacções são a 
redução do nitrato e do sulfato. Também pode ocorrer a remoção de espécies aquosas dos 
elementos reduzidos, através da difusão pelos poros intersticiais, para a massa de água adjacente 
ao sedimento ou da lixiviação para as camadas inferiores do sedimento. Tal processo pode dar-se 
com os iões NH4+, NO3
-, Fe2+ e Mn2+ (Vepraskas & Faulkner, 2001). 
A presença de outros compostos que não estejam directamente envolvidos nas reacções de 
oxidação-redução também pode afectar essas reacções. Por exemplo, a concentração de Fe2+ e 
Matéria Húmica de Sapal: Variações Estruturais e Complexação com Cobre 
 26
Mn2+ em solução pode ser afectada pela presença de carbonatos ou sulfuretos que conduzem à sua 
precipitação, pela formação de compostos como o MnCO3, o MnS, o FeCO3 e o FeS. A formação 
destes compostos é, por sua vez, acompanhada pelo aumento das concentrações dos iões cálcio, 
magnésio e potássio no meio aquoso, por sofrerem permuta com o ferro e o manganês (Varennes, 
2003). Para além da influência relacionada com a sua decomposição, a própria MO também forma 
associações com os iões de ferro e manganês, afectando a sua especiação e disponibilidade para 
as reacções de oxidação-redução (Luther et al., 1996; Válega et al., 2002). 
Quando os sedimentos são colonizados pelas primeiras halófitas, estes começam a sofrer 
alterações profundas, que conduzem a alterações no seu ambiente físico-químico (Varennes, 2003; 
Caravaca et al., 2005). Em primeiro lugar, começam a ser formados canais que facilitam o 
transporte de água e de compostos gasosos para camadas mais profundas de sedimentos. Por 
outro lado, devido à produção de biomassa vegetal, fornecem aos sedimentos um suplemento de 
carbono orgânico para ser oxidado, estimulando as reacções de oxidação-redução, atrás descritas. 
Para tal contribui também a produção de exudatos que, dependendo do tipo de vegetação que os 
produz, pode estimular a actividade dos microorganismos envolvidos nessas reacções (Caravaca et 
al., 2005). As plantas de sapal também podem fornecer activamente oxigénio atmosférico ao 
sedimento através do seu transporte pelo aerênquima (Varenes, 2003). A presença de oxigénio e de 
outras substâncias oxidantes, produzidas pelas raízes das plantas e pelos microorganismos 
associados (Madureira et al., 1997), promove a ocorrência da respiração aeróbia que é mais 
eficiente do que as outras formas de respiração. Desta forma, dá-se uma oxidação mais completa 
da MO presente na rizosfera. 
Por outro lado, para além da estimulação directa da actividade microbiana, esses exudatos podem 
promover a precipitação e consequente indisponibilidade de alguns elementos vestigiais tais como o 
cádmio, o chumbo, o molibdénio e o mercúrio que, por serem tóxicos, inibem a actividade 
microbiana (Costa, 1991; Madureira et al., 1997; Kostka et al., 2002a; Varennes, 2003).  
Para além de serem mais oxidativos, os sedimentos com plantas de sapal são, de uma forma geral, 
mais ácidos (Caçador et al., 1996; Madureira et al., 1997; Micaelo et al., 2003). A presença de 
plantas leva a um aumento de MO em decomposição, com a consequente libertação de maior 
quantidade de dióxido de carbono (Caçador et al., 1996). Para além disso, a exposição dos 
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sulfuretos metálicos ao oxigénio promove a sua oxidação com a formação de sulfatos, libertação de 
iões metálicos e diminuição do pH (Madureira et al., 1997). 
A acompanhar o carácter oxidativo e ácido dos sedimentos de sapal que sofrem influência das 
plantas, ocorre uma precipitação dos iões metálicos libertados e a sua acumulação em forma de 
óxidos e hidróxidos de ferro e manganês, formando-se nódulos junto às raízes das plantas (Vale et 
al., 1990; Madureira et al., 1997; Micaelo et al., 2003). Esta é, aliás, uma defesa das plantas contra 
a toxicidade resultante da concentração excessiva desses e outros metais em solução (Vale et al., 
1990; Micaelo et al., 2003). 
Para além da sua acção directa sobre os sedimentos e dos efeitos sobre as comunidades 
microbianas, a colonização vegetal também promove um aumento na macrofauna bentónica (Levin 
& Talley, 2000). Por seu turno, estes organismos também provocam alterações nas condições 
físico-químicas do sedimento. A sua actividade conduz a uma maior mobilização do sedimento 
levando a um aumento localizado do potencial redox, pela melhoria das condições de drenagem 
interna (Bertness, 1985; Lowe et al., 2000; Kostka et al., 2002a). Por outro lado, esses organismos e 
outros animais que encontrem refúgio e alimentação nos sapais, transformam a MO e outras 
substâncias inorgânicas, alterando as concentrações relativas das espécies químicas envolvidas na 
reacções de oxidação-redução, bem como de outras cuja presença afecte as reacções de 
dissolução ou precipitação dos iões receptores de electrões (Kostka et al., 2002a; Boyer & Fong, 
2005). 
As transformações físico-químicas ocorridas nos sedimentos de sapal podem ser reflectidas sobre 
as massas de água adjacentes e os sedimentos que constituem o fundo dos canais e esteiros que 
atravessam os sapais (Bouchard et al., 1998). Por seu turno, os organismos que habitam a coluna 
de água e os sedimentos de fundo dos canais e esteiros também podem transformar as substâncias 
químicas que tenham sido importadas a partir do sapal, podendo fornecê-lo de substâncias 
químicas a reduzir. 
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2.3. ORIGEM E TRANSFORMAÇÃO DA MATÉRIA ORGÂNICA EM SAPAIS 
As figuras 2.6. e 2.7 representam os fluxos de energia e matéria orgânica num sapal americano e 
um sapal europeu, respectivamente. Tal como já foi mencionado, os sapais fazem parte dos 
ecossistemas mais produtivos existentes no mundo. As suas fontes de MO podem ser tanto 
alóctones, tendo sido trazidas através dos fluxos ribeirinhos e tidais, como autóctones, através da 
produção primária existente no local. 
 
Figura 2.6: Representação esquemática dos fluxos de energia e de matéria orgânica num sapal americano 
(Fonte: Mitsch & Gosselink, 2000). 
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Os três maiores grupos de organismos autotróficos em sapais são as plantas vasculares superiores, 
as algas bentónicas e o fitoplâncton que habita nos esteiros e nos canais intertidais (Lefeuvre et al., 
2000; Mitsch & Gosselink, 2000). Estes são organismos fotossintéticos, capazes de fixar o carbono 
inorgânico em compostos orgânicos, utilizando a radiação solar como fonte de energia (Valiela, 
1995). 
 
Figura 2.7: Representação esquemática dos fluxos de matéria orgânica num sapal europeu (Fonte: Lefeuvre 
et al., 2000). 
A produção primária líquida dos sapais depende essencialmente da disponibilidade da energia solar 
e, até certo ponto, da importação de nutrientes disponíveis através das fontes alóctones. Os 
principais nutrientes limitantes para o crescimento de organismos fotossintéticos são o azoto e o 
fósforo. Normalmente, o N é o elemento considerado limitante em águas marinhas, sendo o fósforo 
limitante em águas ribeirinhas (Day et al., 1989; Valiela, 1995; Craft, 2001; Saraiva, 2005). Existe, 
no entanto, o caso particular das diatomácias que, por possuírem uma parede siliciosa, têm o silício 
como elemento limitante adicional (Saraiva, 2005; Lopes et al., 2007). Estes organismos podem 
constituir uma fracção predominante do microfitobentos existente nos esteiros que rodeiam os 
sapais (Lefeuvre et al., 2000). 
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Para a maior parte dos produtores primários o azoto pode ser assimilado sob a forma de amónia 
(NH4
+) e nitrato (NO3
-), embora exista uma preferência pelo consumo de amónia, que é a forma 
mais reduzida, uma vez que a utilização de nitrato representa para os organismos um gasto 
adicional de energia (Goldman & Horne, 1983). Apesar desta preferência, que faz com que a 
amónia seja rapidamente consumida dentro do sistema aquático, este composto persiste em meio 
marinho em pequenas concentrações por ser também o principal produto de excreção dos 
organismos aquáticos (Saraiva, 2005). A limitação de azoto pode ainda ser ultrapassada através da 
fixação de N2 levada a cabo pelas bactérias fixadoras de azoto que formam associações com as 
raízes das plantas que, por sua vez, permitem a manutenção destes organismos através da 
libertação de O2 e exudatos (Bagwell et al., 1998; Cunha et al., 2005). 
Outras características físico-químicas tais como a anóxia do solo, a concentração de sulfuretos 
solúveis e a salinidade também podem afectar a produtividade primária a nível local dado que 
afectam a fixação do azoto e sua assimilação pelas plantas halófitas (Mendelssohn & Morris, 2000; 
Mitsch & Gosselink, 2000). Os factores climatéricos e sazonais com influência sobre a frequência de 
inundação também afectam a produção primária em sapais (Ibañez et al., 2000; Mendelssohn & 
Morris, 2000). 
A existência de compostos tóxicos, sub-produtos da decomposição anaeróbia, tais como 
quantidades elevadas das formas solúveis de manganês e ferro, ácidos gordos voláteis, compostos 
fenólicos e etileno, pode inibir o crescimento vegetal (Varennes, 2003). Para se defenderem contra 
estes compostos as plantas vasculares de sapais desenvolveram os mecanismos de defesa 
anteriormente descritos. Nomeadamente, têm um aerênquima bem desenvolvido para permitir o 
transporte de oxigénio e outros gases das partes aéreas da planta para as raízes. Aí, são libertados 
criando microcosmos aeróbios em redor da rizosfera (Madureira et al., 1997). Esse arejamento do 
substracto, induzido pelas plantas halófitas como reacção à anaerobiose, pode ser um factor 
favorável à produção nos sapais (Mendelssohn & Morris, 2000). 
Existem diversos estudos que quantificam a produção primária em sapais (Schubauer & Hopkinson, 
1984; Bouchard & Lefeuvre, 2000; Ibañez et al., 2000; Scarton et al., 2002; Caçador et al., 2004). 
Em todos estes estudos a produção da biomassa vegetal subterrânea excede a superficial, podendo 
atingir mais do que o dobro (Schubauer & Hopkinson, 1984; Scarton et al., 2002). De facto, a 
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produção subterrânea e a decomposição anaeróbia são considerados os processos mais relevantes 
para o balanço energético em sapais (Mitsch & Gosselink, 2000). 
A transformação da MO produzida pode dar-se por duas vias opostas: Anabiose (incorporação na 
biomassa) e Catabiose (mineralização). Estes processos, embora antagónicos, estão intimamente 
interligados entre si. Para a formação e incorporação de biomoléculas nos seus tecidos, os 
organismos necessitam recorrer a processos de catabiose para a obtenção das unidades estruturais 
e de energia. Desses processos podem resultar fragmentos orgânicos de difícil decomposição, ou 
disponibilidade para tal, que por via de reacções de condensação de natureza biótica ou abiótica 
vão-se transformando em moléculas mais complexas, formando o húmus – Humificação. Apenas os 
dois primeiros processos serão aprofundados neste sub-capítulo, sendo o processo de humificação 
aprofundado no sub-capítulo seguinte, relativo à biogeoquímica das SH em sapais. 
Nos sedimentos de sapais podem estar presentes os seguintes grupos de decompositores (Bagwell 
et al., 1998; Mitsch & Gosselink, 2000; Newell & Porter, 2000; Burke et al., 2002; Cunha et al., 
2005): 
• Os fungos epifíticos que prevalecem nas folhas mortas; 
• As bactérias aeróbias e actinomicetas que decompõem o material vegetal que cai sobre o 
sedimento superficial; 
• Bactérias fixadoras de azoto e fungos formadores de micorrizas que criam associações 
com as raízes das plantas; 
• Bactérias anaeróbias, nos sedimentos anóxicos, principalmente sulfato-redutoras, capazes 
de oxidar grande parte da biomassa resultante das raízes e rizomas. 
Diferentes tipos de plantas colonizadoras conduzem a diferentes populações de microrganismos 
existentes nos sedimentos (Burke et al., 2002). Por outro lado, tem sido verificado que diferentes 
rizosferas conduzem a uma variação na abundância de bactérias e na eficiência do crescimento 
bacteriano (Burke et al., 2002; Cunha et al., 2005). 
Os detritos, tanto de origem vegetal, como animal, constituem a matéria orgânica particulada 
(MOP), onde poderão estar associados vários microorganismos. A decomposição da vegetação é 
efectuada por fungos e bactérias, capazes de transformar os detritos celulósicos em material 
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proteico que incorporam na sua biomassa que, por sua vez, servirá de alimento a outros organismos 
estuarinos, de níveis tróficos superiores (Mitsch & Gosselink, 2000). 
Nestes meios também ocorre uma elevada produção de matéria orgânica dissolvida (MOD), quer 
por transformações da particulada, quer por secreções de exudatos a partir das plantas superiores, 
do fitoplâncton e de rizomas (Mitsch & Gosselink, 2000; Biorede, 2001). Os exudatos das raízes das 
plantas são constituídos essencialmente por ácidos orgânicos, fitosideróforos, açúcares, vitaminas, 
aminoácidos, purinas, nucleosídeos, iões inorgânicos, tais como, HCO3
-, OH- e H+, moléculas 
gasosas, como CO2, O2 e H2, enzimas e células dos revestimentos das raízes (Bagwell et al., 1998; 
Dakora & Phillips, 2002; Kostka et al., 2002b). Estas substâncias desempenham um papel, directo 
ou indirecto, na aquisição de nutrientes minerais, essenciais ao crescimento das plantas (Bagwell et 
al., 1998; Dakora e Phillips, 2002). Por outro lado, constituem fontes de carbono para o 
desenvolvimento microbiano que se desenvolve na rizosfera (Bagwell et al., 1998; Cunha et al., 
2005). 
Nos sedimentos de sapais a decomposição da MO pode seguir a via aeróbia ou anaeróbia. A 
primeira ocorre nas camadas superficiais arejadas do sedimento, na rizosfera e nos canais e túneis 
escavados pelos organismos bentónicos. A via anaeróbia prevalece nas camadas mais profundas 
do sedimento e na superficial, quando esta é sujeita a períodos prolongados de alagamento. 
Stevenson & Cole (1999) fizeram uma descrição das transformações que ocorrem na MO em 
sedimentos e solos alagados. De acordo com estes autores, os microorganismos dominantes em 
ambientes aquáticos são as bactérias anaeróbias, embora as formas facultativas estejam presentes 
quando o nitrato está disponível para actuar como receptor de electrões durante a respiração. Nos 
sedimentos de sapal as bactérias nitrato-redutoras habitam as camadas correspondentes à 
designada por descontinuidade redox. 
Uma vez que necessitam de oxigénio para o seu metabolismo, os fungos e os actinomicetas são 
poucos ou sem expressão significativa nos ambientes anóxicos. Em sapais, estes organismos 
habitam as camadas superficiais dos sedimentos, sobre os detritos vegetais, na rizosfera e nos 
bioporos que tenham sido escavados pela macrofauna bentónica (Mitsch & Gosselink, 2000; Kostka 
et al., 2002a; Caravaca et al., 2005). 
O metabolismo básico das bactérias anaeróbias é a fermentação e difere do das aeróbias em duas 
vias principais. Primeiro, o produto final da glicólise, o piruvato, é eliminado através de formas 
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distintas, não seguindo a via da oxidação a CO2 através do ciclo de Krebs. Em anaerobiose, o 
piruvato é transformado noutros produtos, nos quais se inclui uma série de ácidos orgânicos e 
álcoois, como o etanol. Por essa razão na fermentação da MO pela microflora dá-se uma 
acumulação temporária de ácidos orgânicos, tais como os ácidos acético, fórmico, láctico e butírico 
(figura 2.8). 
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Figura 2.8: Reacções do piruvato em sistemas anaeróbios, demonstrando os ácidos orgânicos maioritários e 
a formação de CH4. O dióxido de carbono produzido durante a fermentação serve como receptor 
de electrões, com a formação de CH4 (Adaptado de Yoshida, 1975, apresentado por Stevenson 
& Cole, 1999). 
Porém, quando ocorrem inundações de longo termo, esses ácidos não se acumulam devido à 
actividade dos organismos desnitrificantes, sulfato-redutores e metanogénicos. Com o tempo, os 
compostos solúveis que não sofreram degradação nem ficaram adsorvidos na fase sólida, sofrem 
uma difusão ascensional até as camadas aeróbias onde podem sofrer uma degradação (Stevenson 
& Cole, 1999). 
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A segunda diferença da fermentação em relação à respiração aeróbia tem a ver com os iões 
utilizados como receptores finais de electrões. Como já foi referido anteriormente, na ausência de 
oxigénio, o nitrato, o nitrito, o sulfito e o sulfato são utilizados como receptores finais pelas bactérias 
desnitrificantes e sulfato-redutoras. Os principais substratos destes organismos são os ácidos 
orgânicos e os álcoois que resultam da fermentação. Os microorganismos metanogénicos oxidam o 
H2 para produzirem electrões necessários para a produção de energia. Os receptores finais desses 
electrões tanto podem ser CO2, como o ião acetato com a consequente produção de CO2 e CH4 
(figura 2.8). 
Assim, este processo resulta num rendimento energético inferior quando comparado com o da 
respiração aeróbia, resultando em menos biomassa por unidade de MO metabolizada. Como 
consequência, os detritos de plantas não são completamente metabolizados. Essa acumulação de 
MO nos solos de sapais, tem sido verificada em diversos estudos (Bouchard & Lefeuvre, 2000; 
Collins & Kuehl, 2001; Scarton et al., 2002; Caçador et al., 2004). 
Para além da menor taxa metabólica, a acumulação de MO resulta também da dificuldade em 
decompôr certos compostos neste tipo de ambientes como, por exemplo, a lenhina, carotenoides, 
esteróis e porfirinas derivadas da clorofila. De uma forma geral, os fungos e os actinomicetas é que 
têm capacidade para degradar a lenhina. Uma vez que estes organismos são aeróbios estrictos, a 
sua degradação é lenta e incompleta nas camadas anóxicas do sedimento. Como resultado, 
acumulam-se formas modificadas de lenhina. A principal modificação deverá ser a clivagem 
enzimática dos grupos metoxílicos (-OCH3) com consequente formação de grupos fenólicos. Outra 
modificação que as lenhinas podem sofrer é a oxidação das cadeias laterais com formação de 
grupos carboxílicos (Stevenson & Cole, 1999). 
Outros grupos de biomoléculas, como proteínas ou celulose, também podem sofrer uma 
degradação diferente em meios anóxicos. A degradação anaeróbia de proteínas resulta na 
produção de ácidos orgânicos, NH4+, aminas, mercaptanos, H2S e produtos da degradação parcial 
de aminoácidos. Em solos aeróbios, a mineralização completa das proteínas conduz à produção de 
CO2, NO3
-, SO42- e H2O (Stevenson & Cole, 1999; Collins & Kuehl, 2001). 
No que diz respeito à celulose, existem muitos microorganismos capazes de degradá-la em 
condições de anaerobiose, sendo os mais comuns os pertencentes ao género Clostridium. Os 
principais produtos da decomposição da celulose são o CO2, o H2, o etanol e vários ácidos 
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orgânicos. Estes produtos, por seu turno, podem ser utilizados pelas bactérias metanogénicas e 
outras, resultando em outros produtos finais (Stevenson & Cole, 1999). 
Os sapais podem ser sistemas exportadores da energia orgânica do estuário para o oceano costeiro 
(Taylor & Allanson, 1995; Mitsch & Gosselink, 2000). A forma dessa exportação é complexa e pode 
ocorrer passivamente através das correntes de costa ou pela migração das espécies marinhas e 
libertação trófica de fontes de energia e de alimento originários do sapal (Lefeuvre et al., 2000). Em 
estudos efectuados em sapais americanos, verificou-se que quando os nutrientes são 
contabilizados nas suas formas orgânicas, ocorre exportação dos sapais para o oceano. Porém, 
quando os nutrientes inorgânicos são incluídos no balanço, as medições do ciclo de nutrientes 
mostram padrões pouco consistentes (Mitsch & Gosselink, 2000). Taylor & Allanson (1995), num 
estudo efectuado em sapais sul-africanos sugerem que essa exportação de MO para os oceanos 
pode ser menos efectiva a partir de sapais altos.  
2.4. GEOQUÍMICA DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS EM SAPAIS 
As SH são compostos macromoleculares orgânicos de origem biogénica, constituindo a maior 
fracção de COD em águas naturais (Lawrence, 1985). Devido à sua elevada complexidade, tem 
sido difícil definir as SH de uma forma não ambígua, recorrendo-se normalmente a definições 
operacionais que derivam das suas propriedades químicas. Estas propriedades podem, por seu 
turno, estar associadas a uma larga variedade de estruturas orgânicas. Lawrence (1985) afirmou 
que a característica essencial das SH deriva do facto de serem originárias de compostos 
bioquímicos, alterados por outros processos para além das reacções bioquímicas normais, 
resultando em produtos biologicamente refractários. Se essas alterações consistem em reacções de 
condensação o resultado é uma mistura heterogénea de macromoléculas ou heterocondensados. 
Algumas SH podem provir, no entanto, da degradação parcial de moléculas biogénicas. 
Existem poucos estudos sobre a natureza, características e comportamento das substâncias 
húmicas que ocorrem em Sapais. Gonzalez Prieto et al. (1989) descrevem diferentes fracções de 
MO, húmica e não húmica, extraída de uma sucessão de solos costeiros, de acordo com a sua 
influência tidal: zona intertidal sem plantas; zona de sapal; zona sem influência marinha. Estes 
autores verificaram que as SH de sapal reflectiam características intermédias entre os outros dois 
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ambientes. Para além disso, verificaram uma alteração na distribuição do azoto orgânico, de acordo 
com a influência marinha. Porém, neste estudo a matéria húmica foi apenas fraccionada por uma 
sucessão de tratamentos com reagentes alcalinos, sem tratamentos de purificação e 
dessalinização, tal como proposto pela International Humic Substances Society (IHSS, 2001). Por 
outro lado, estudaram apenas a influência marinha na MO, não focando qual a contribuição das 
plantas de sapal para a formação e transformação “in situ” desse material. 
Filip et al. (1988) encontraram semelhanças na composição e componentes estruturais entre SH 
isoladas a partir de tecidos vivos e mortos de Spartina alterniflora e AH de sedimentos colonizados 
pela mesma halófita, apesar do elevado conteúdo alifático das substâncias oriundas dos tecidos 
vegetais. Os mesmos autores verificaram que essas SH eram directamente libertadas para a água 
marinha e modificadas pela actividade da microflora epifítica, aumentando o seu carácter aromático 
e perdendo compostos proteináceos e carbohidratos em condições aeróbias. Em condições 
anaeróbias verificaram a ocorrência de diferentes transformações, com incremento no conteúdo 
alifático (Filip & Alberts 1988, 1994b). Goñi & Thomas (2000) estudaram a MO ao longo de um 
transepto de vegetação contrastante, desde de solos florestais a sedimentos de sapais, localizados 
num estuário em North Inlet, nos Estados Unidos da América. Verificaram variações significativas na 
composição das diferentes amostras, reflectindo o tipo de vegetação predominante em cada local. 
Mais recentemente, Santín et al. (2007) estudaram o efeito da drenagem e ocupação humana de 
solos hídricos, situados num estuário do NW de Espanha (Villaviciosa), sobre as suas 
características físico-químicas, o stock de carbono orgânico e o grau de humificação dos AHS, 
determinado por fluorescência molecular de acordo com Zsolnay et al. (1998). Nesse trabalho, 
verificaram que a diminuição na frequência da inundação tidal e o aumento no seu arejamento 
conduziu ao amadurecimento do solo com desenvolvimento de horizontes diferenciados, à sua 
acidificação, dissolução e perda de carbonatos e ao incremento na acumulação de MO e no seu 
grau de humificação. 
Posteriormente, os mesmos autores aplicaram várias técnicas espectroscópicas para estudar com 
maior profundidade os efeitos de diversos ambientes geoquímicos sobre as características 
estruturais das SHS em sapais colonizados pela mesma espécie de plantas (Juncus maritimus), 
mas com diferentes características fisiográficas, morfológicas e diferentes regimes tidais (Santín et 
al., 2008). Verificaram que a composição das SH era determinada não só pela natureza do material 
orgânico original, mas também por factores ambientais, tais como a textura do solo, as condições 
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redox e a influência tidal. De acordo com estes autores, o aumento na humificação parece estar 
relacionado com as condições aeróbias e predominância de areia na fracção mineral do solo. Por 
outro lado, a preservação de compostos orgânicos lábeis parece estar associada a valores baixos 
de potencial redox e uma granulometria fina do solo (Santín et al., 2008)  
Relativamente ao comportamento das SH como ligandos, Wasserman et al. (1998) verificaram 
fortes associações entre estas substâncias e o cobre em sedimentos de uma laguna costeira do 
Sudeste do Brasil. Porém, de acordo com os autores a origem destas substâncias é associada à 
MO derivada da degradação de macroalgas e fitoplâncton, não fazendo referência a qualquer sapal 
ou ambiente similar que possa existir nessa laguna. Já Alberts & Filip (1998) estudaram a 
capacidade de complexação das SH de sapais, atrás mencionadas, com o cobre na presença de 
outros metais. Verificaram que ocorre competição com os iões Ca2+, Mg2+, Al3+ e Fe3+, sendo mais 
pronunciada na presença de metais trivalentes. Através da análise de espectros de infravermelho de 
complexos metal-humatos os autores sugeriram que o Cu2+ se liga preferencialmente aos grupos 
funcionais contendo oxigénio dos AF. Porém, nos AH os grupos funcionais com N mostraram um 
maior envolvimento. 
Estes estudos demonstram que as plantas halófitas podem contribuir para o processo de 
humificação nos sedimentos e que as SH, assim formadas têm um papel importante como ligandos 
para metais no meio estuarino. Porém, os trabalhos de Filip, Alberts e seus colaboradores limitaram-
se a sapais norte-americanos, essencialmente colonizados por uma única espécie vegetal, a 
Spartina alterniflora. Santín e seus colaboradores estudaram SH em sapais espanhóis, com 
diferentes colonizações vegetais (Santín, 2008; Santín et al., 2008). Porém, nos seus estudos não 
foram realmente estudadas as variações estruturais das SH devidas à presença de diferentes 
espécies de plantas localizadas no mesmo sapal e numa curta distância. 
De facto, a estrutura e composição das SH depende da origem do seu material percursor. As SH 
derivadas de matéria vegetal possuem geralmente um conteúdo significativo de carbono aromático 
(25-30% do carbono total), reflectindo o contributo da degradação da lenhina para a sua formação 
(Kördel et al., 1997; Mcknight et al, 2001). Porém, quando resultam de microorganismos, a sua 
aromaticidade já é inferior (12-17% do carbono total). Para além disso, os AF de origem microbiana 
possuem normalmente menores razões C/N e pesos moleculares médios inferiores aos de origem 
vegetal (Mcknight et al., 1994). 
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Para além de matéria vegetal das plantas vasculares e de material celular dos microorganismos, os 
sedimentos de sapais também são ricos em detritos provenientes do fitoplâncton. Estes organismos 
contêm concentrações significativas de gorduras poli-insaturadas, podendo contribuir para a 
composição das SH com triglicéridos ou compostos resultantes destes (Alberts & Filip, 1994a). 
Estes compostos contêm grupos carboxilo, hidroxilo e ésteres (Morrison & Boyd, 1983). 
Para além do material precursor, os tecidos das próprias plantas de sapal podem ser fontes de SH, 
em si. De facto, tal como já foi referido, existem relatos de extracção directa de AF e húmicos a 
partir de Spartina alterniflora (Loisel.) vivas ou dos tecidos mortos dessa planta (Filip et al., 1988; 
Alberts & Filip, 1989). Estas substâncias possuíam estruturas elementares, características 
espectrais e químicas e reactividades semelhantes às das SH isoladas de sedimentos superficiais 
desses sapais (Alberts et al., 1988; Filip et al., 1991). 
De uma forma geral, é a zona da rizosfera que fornece mais material húmico (Kördel et al., 1997; 
Sevenson & Cole, 1999). De acordo com Kördel et al. (1997), os grupos de substâncias mais 
importantes para o processo de humificação em solos são as pectinas, as celuloses, as 
hemiceluloses, as lenhinas, resultantes das paredes das células, as proteínas e seus derivados 
contendo azoto, açúcares simples e polissacarideos, resultantes do interior das células. Embora em 
menores quantidades, também podem ser encontradas gorduras, ceras, taninos e pigmentos. 
Ao determinar a origem das SH através das suas características químicas, também é importante ter 
em consideração a natureza dos meios que atravessaram, antes de atingir o local em estudo. Tal 
como foi referido anteriormente as SH que ocorrem nos sedimentos de sapal podem ter diversas 
origens podendo reflectir diferentes ambientes sejam eles terrestres ou marinhos (Gonzalez Prieto 
et al., 1989). 
Em solos, Stevenson & Cole (1999) reportam várias vias de formação de SH durante a 
decomposição dos resíduos vegetais e animais (figura 2.9). Estas vias incluem: 
1. Polimerização abiótica de açúcares modificados com compostos amínicos; 
2. Polimerização de quinonas, resultantes de polifenóis libertados durante a metabolização de 
compostos não lenhínicos (ex.: celulose), com compostos amínicos; 
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3. Polimerização de quinonas, resultantes da conversão enzimática de aldeídos fenólicos e de 
ácidos orgânicos libertados durante o ataque microbiano de lenhinas, com compostos 
amínicos; 
4. A partir de lenhinas modificadas que tenham resultado da sua degradação parcial pelos 
microorganismos. 
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Figura 2.9: Representação esquemática das diferentes vias de formação das substâncias húmicas em solos 
(Adaptado de Stevenson & Cole, 1999). 
Todas estas vias podem estar envolvidas na formação das SH, com uma extensão e importância 
que depende do tipo de solo, das suas condições físico-químicas e das comunidades bióticas 
existentes. Em ambientes húmidos, como os sapais, a lenhina é um elemento importante para a 
formação das SH (Stevenson & Cole, 1999). Como já foi referido anteriormente, a lenhina em 
ambientes húmidos sofre uma degradação lenta e incompleta, com as modificações anteriormente 
descritas. 
Para além da acumulação da lenhina, os sedimentos de sapal, por serem regularmente alagados e 
terem zonas importantes de anóxia, sofrem uma acumulação considerável de outras biomoléculas 
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de difícil degradação, descritas no sub-capítulo anterior, que tenham sido modificadas ou 
parcialmente degradadas. Muitas destas biomoléculas irão incorporar na mistura de SH 
sedimentares.  
Relativamente aos ambientes aquáticos, a estrutura das SH pode consistir nas seguintes unidades 
(Kördel et al., 1997): 
• Anéis aromáticos simples com alguns grupos substituintes, tais como, cadeias laterais com 
grupos alquilos, carboxílicos, cetonas e hidroxilos; 
• Cadeias alifáticas curtas; 
• Estruturas policíclicas, incluindo estruturas aromáticas polinucleares ligadas a cadeias 
alifáticas e anéis conjugados, envolvendo furanos e, possivelmente, piridina. 
Normalmente, durante o processo de humificação em ambientes ribeirinhos ocorre um aumento do 
carácter aromático e do conteúdo em carbono do material orgânico. Para além disso, ocorre uma 
condensação das cadeias alifáticas insaturadas, acompanhada por uma diminuição no conteúdo em 
hidrogénio e um aumento dos grupos carboxílicos e metoxílicos (Kördel et al., 1997). 
Os AF aquáticos são mais ricos em grupos oxigenados que os de solos. Comparativamente com as 
mesmas classes de SH dos solos, os AH e AF aquáticos têm características mais semelhantes 
entre si. Para além disso, na matéria húmica aquática, os conteúdos em hidrogénio e azoto 
normalmente diminuem com o aumento do peso molecular, ocorrendo o inverso relativamente ao 
oxigénio e à aromaticidade (Kördel et al., 1997). 
Para além das diferenças no material orgânico precursor e nos processos geoquímicos que ocorrem 
no meio, as variações nas características químicas das SH podem ser influenciadas pela acção 
antropogénica. A descarga de efluentes industriais e municipais, por exemplo, pode introduzir 
materiais do tipo húmico e seus precursores no meio (Santos & Duarte, 1998). Por outro lado, essa 
mesma descarga também pode promover alterações ao nível das características físico-químicas do 
meio receptor, podendo resultar, por seu turno, numa modificação dos materiais precursores e 
húmicos. A mobilização de solos ou sedimentos também pode mudar o curso da transformação da 
MO aí presente (Kördel et al., 1997; Komada et al., 2002). 
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III. 
EXTRACÇÃO DE SUBSTÂNCIAS HÚMICAS SEDIMENTARES 
NUM SAPAL DO SISTEMA LAGUNAR DA RIA DE AVEIRO 
3.1. CARACTERIZAÇÃO DO LOCAL EM ESTUDO 
A amostragem de sedimentos foi efectuada num sapal médio do sistema lagunar da Ria de Aveiro, 
situado no Largo do Laranjo (figura 3.1). O Largo do Laranjo é uma área semi-cerrada (cerca de 1,5 
km2), situada na desembocadura do rio Antuã e na parte terminal do Canal de Estarreja (Ramalhosa 
et al., 2005). Esta pequena laguna comunica com a parte central do sistema lagunar, constituída 
pelos canais de S. Jacinto e do Espinheiro, através da entrada estreita situada no Cais do Chegado. 
É através dessa passagem que se dão os fluxos de água e partículas entre o Largo do Laranjo e as 
outras partes do sistema lagunar que comunicam com o oceano. Em quase todas as situações de 
vazante, o Largo do Laranjo fica praticamente seco, sendo o volume médio de água exportado 
cerca de 2 km3 por vazante (Lucas et al., 1986, Ramalhosa et al., 2005). Uma vez que o 
fornecimento de água ao Largo do Laranjo é maioritariamente ribeirinho, a sua salinidade é baixa, 
podendo ser praticamente nula em ocasiões de elevada precipitação de chuva (Lopes et al., 2007). 
Em termos hidrológicos, o Largo do Laranjo possui uma dinâmica lenta, sendo favorável à 
deposição de sedimentos, cujas fontes principais parecem ser os cursos de água doce seus 
afluentes, com especial relevo para o rio Antuã, um dos principais do sistema lagunar (Dias et al., 
2003). O regime hidrológico desse rio reflecte o ritmo anual do clima da região, caracterizado pela 
alternância entre um estio mediterrânico, quente e seco e um Inverno atlântico, fresco e chuvoso. 
Assim, o seu caudal médio anual é de 5 m3s-1, variando a média mensal entre os 0,6 m3s-1, em 
Agosto, e 10m3s-1, em Fevereiro (Dias et al., 2003; Cerqueira et al., 2006). 
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Figura 3.1: Localização da área onde foi efectuada a amostragem de sedimentos. 
Geologicamente, a bacia do Antuã é constituida maioritariamente por xistos e granitos, a montante 
de Beduino, e aluviões a jusante dessa localidade (Cerqueira et al., 2006). No Largo do Laranjo os 
sedimentos têm uma quantidade apreciável de areia (0,25-0,063 mm), podendo atingir os 85% em 
locais não vegetados e 65% nos vegetados (Micaelo et al., 2003; Nunes et al., 2008). As camadas 
de sedimentos mais arenosas situavam-se, em 2002, entre os 17,5 cm e os 22,5 cm de 
profundidade. Nos locais vegetados essas profundidades correspondiam às camadas com maior 
biomassa vegetal (Válega, 2002). Nas camadas superficiais de sedimentos, nos primeiros 12 cm, a 
fracção fina, isto é, as partículas com diâmetro (d) inferiorior a 63 µm, constituem 53,9+10,6% do 
sedimento, não existindo diferenças significativas (p>0,05) entre os locais vegetados e os não 
vegetados (Válega et al., 2008b). 
Embora a tendência global seja para a deposição de sedimentos no Largo do Laranjo, podem 
ocorrer situações periódicas e localizadas de ressuspensão, permitindo a transferência de material 
da fase sedimentar para a coluna de água e, caso as condições hidrodinâmicas o favoreçam, uma 
consequente migração desse material para a parte central do sistema lagunar e o oceano (Dias et 
al., 2003). 
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O Largo do Laranjo tem sido sujeito a elevadas pressões antropogénicas, recebendo cargas 
poluentes resultantes dos efluentes industriais e domésticos, descarregados nas linhas de água 
afluentes e da actividade agro-pecuária instalada na zona (Pereira et al., 2005; Cerqueira et al., 
2006). Este facto é ainda agravado pela sua morfologia e hidrodinâmica, que são favoráveis à 
acumulação de contaminantes associados ao sedimento depositado (Ramalhosa et al., 2005). 
Assim, os seus sedimentos são caracterizados por possuirem elevadas concentrações de metais 
pesados e uma considerável acumulação de MO, podendo o seu conteúdo, determinado como a 
percentagem de perda de massa por ignição (“loss of ignition” - %LOI), atingir os 30%, ocorrendo 
uma maior acumulação nos sedimentos com plantas (Monterroso et al., 2003; 2007; Ramalhosa et 
al., 2005; Otero et al., 2007; Válega et al., 2008a;b). 
Os sedimentos do Largo do Laranjo são caracterizados por uma distribuição vegetal diferenciada 
espacial e temporalmente, cujos vestigios ainda são observáveis nos seus perfis horizontal e vertical 
(Otero et al., 2007; Válega et al., 2008a). A relação entre essa zonação e a contaminação dos 
sedimentos por mercúrio foi investigada por Válega et al. (2008a) que estudaram a distribuição 
horizontal e vertical do coberto vegetal nos sedimentos do Largo do Laranjo. 
Para tal, recolheram em 2005 amostras de sedimentos até 50 cm de profundidade em cinco 
estações de amostragem ao longo de um transecto definido de acordo com a distância a uma fonte 
de contaminação por mercúrio. Esta fonte consistia no ponto de descarga para o Canal de Estarreja 
dos efluentes de uma fábrica de cloro e soda cáustica com células de mercúrio. Esse estudo 
mostrou indícios de uma alteração histórica na distribuição do coberto vegetal nos sedimentos do 
Largo do Laranjo, associada à pressão contaminantes do mercúrio. 
Os perfis horizontais e verticais de sedimentos evidenciaram que maiores concentrações deste 
elemento estão associadas a uma dominância de fragmentos de Phragmites australis, mais 
tolerante à sua contaminação, relativamente a outras espécies de plantas. Inversamente, quando a 
contaminação dos sedimentos por mercúrio ia diminuindo, os fragmentos dessa espécie iam sendo 
substituídos por fragmentos de outras espécies de plantas incluindo as do género Chenopodiceae, 
Halimione portulacoides e a Arthrocnemum fruticosum. 
O local de amostragem do presente estudo corresponde à estação D de Válega et al. (2008a), 
situada a uma distância de 1250 m da fonte de contaminação por mercúrio. Os sedimentos sem 
plantas situam-se num canal que banha o sapal, junto às suas margens. Essas margens, onde se 
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encontram as plantas de sapal, possuem alguma elevação, inferior a 1 metro, em relação à zona 
marginal do canal, não vegetada (figura 3.2). Em consequência, os sedimentos do local sem plantas 
estão mais sujeitos a situações de encharcamento relativamente aos sedimentos com plantas. 
 
Figura 3.2: Vista geral dos sedimentos superficiais do local sem plantas (local 3). Ao fundo é visível a 
margem elevada do sapal (fotografia cedida por M. Válega). 
Nesse local, a concentração em mercúrio no sedimento não excedia os 3 mgKg-1. Como 
consequência o coberto vegetal era escasso em Phragmites e possuía uma considerável 
diversidade específica, incluindo as plantas do género Chenopodiceae, atrás referidas. No entanto, 
a uma profundidade de sedimentos igual ou superior a 20 cm, havia fragmentos vegetais 
pertencentes maioritariamente à P. australis, que testemunhavam o período em que esses 
sedimentos estavam mais sujeitos à contaminação por mercúrio (Otero et al., 2007; Válega et al., 
2008a). 
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Durante a amostragem do presente estudo, efectuada em 2000, nos sedimentos com vegetação 
habitavam as espécies arbustivas halófitas identificadas como Halimione portulacoides (gramata 
branca) e Arthrocnemum fruticosum, da família Chenopodiacea. Estas plantas são perenes 
arbustivas a sub-arbustivas e possuem grandes quantidades de tecido lenhoso nas suas raízes 
(Waisel, 1972; Saadeddin & Doddama, 1986). As suas folhas são carnudas, tendo a capacidade de 
acumular água e nutrientes (Jensen, 1985; Saadeddin & Doddama, 1986). O córtex das raízes da 
Arthrocnemum, que também tem sido designada por Sarcocornia fruticosa apresenta espaços 
aéreos que poderão ter um papel importante para a adaptação às condições anaeróbias a que 
estão sujeitas (Saadeddin & Doddama, 1986; Scarton et al., 2002). 
A gramata branca encontra-se bastante dispersa em Portugal e por todo o mundo (Waisel, 1972). 
Estando adaptada a vários tipos de solos, surge tanto em locais alagados como naqueles em que 
ocorre uma boa drenagem. Os indivíduos desta espécie toleram pequenas inundações frequentes, 
sendo o seu crescimento retardado quando o alagamento se torna prolongado (Jensen, 1985). 
Dependendo da temperatura, a sua floração, bem como a de Arthrocnemum, ocorre durante o fim 
do Verão ou no Outono (Waisel, 1972; Scarton et al., 2002). Embora a germinação da Halimione 
ocorra preferencialmente em águas doces, o seu crescimento é estimulado por baixas 
concentrações de NaCl (Waisel, 1972). Porém, dependendo da concentração de azoto, estas 
plantas conseguem tolerar elevadas concentrações de NaCl (Jensen, 1985). De acordo com este 
autor, os sedimentos colonizados pela Halimione apresentam-se normalmente bem arejados, sendo 
o nitrato a provável fonte de N para estas plantas, facto indiciável pela presença de elevados níveis 
de nitrato redutase nas suas folhas (Stewart et al., 1973, Jensen, 1985). 
Relativamente à estratégia de fotossíntese, estas duas espécies seguem a via metabólica em C3 
(Akhani et al., 1997; Nieva et al., 1999). A Phragmites australis, cujos fragmentos foram detectados 
no mesmo sedimento, a profundidades superiores a 20 cm, também segue a mesma via de 
fotossíntese (Kotze & O´Conner, 2000). 
Relativamente à macrofauna bentónica, dominam no Largo do Laranjo diversas espécies de 
poliquetas, isópodes e bivalves, cuja distribuição também se mostra afectada pela contaminação 
histórica de mercúrio supracitada, bem como pela sazonalidade (Nunes et al., 2008). De acordo 
com estes autores, na estação de amostragem mais próxima da estação do presente estudo, a 
comunidade bentónica existente nos primeiros 20 cm de sedimentos era dominada por espécies 
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detritívoras de superfície, dos grupos polychaeta e gastropoda, pela poliqueta omnívora Hediste 
diversicolor e por organismos herbívoros. 
3.2. CARACTERIZAÇÃO DOS SEDIMENTOS EM ESTUDO 
3.2.1. Métodos 
3.2.1.1. Amostragem dos Sedimentos 
A recolha dos sedimentos foi efectuada no dia 18 de Julho de 2000, durante a vazante (entre as 
11:00 e as 16:00). Foram recolhidos cores de sedimento, em três locais próximos entre si, 
representativos de diferentes tipos de ocupação vegetal. Dois dos locais estavam colonizados por 
plantas (um pela Halimione portulacoides e outro pela Arthrocnemum fruticosum), sendo o outro 
local desprovido de plantas. Os locais foram designados como 1,2 e 3, respectivamente. Para 
garantir a representatividade dos sedimentos, foram recolhidos vários cores para cada local. Cada 
core possuía uma profundidade de 75 cm, tendo sido seccionado em 14 camadas de 5 cm de 
espessura, com excepção da última que possuía uma espessura de 10 cm. Cada camada foi 
designada com uma letra de “A” a “O”, sendo a primeira a de superfície e a última a do fundo. As 
secções correspondentes à mesma camada e ao mesmo local foram recolhidas para um mesmo 
saco de plástico, o qual foi ajustado ao sedimento de modo a remover o ar do interior e 
imediatamente fechado com um nó de forma a evitar a exposição ao ar. 
3.2.1.2. Processamento e Armazenamento das Amostras de Sedimentos 
No laboratório, fez-se atmosfera de azoto em cada um dos sacos que continham o sedimento e 
introduziram-se esses sacos dentro de outros, também em atmosfera de azoto. Dentro dos sacos, o 
sedimento foi bem homogeneizado e espalmado, de forma a aumentar a área superficial e a 
posterior velocidade de liofilização. De seguida, foi imediatamente congelado em azoto líquido e 
colocado na arca congeladora, até posterior liofilização. 
Para o presente trabalho, foram escolhidas para a extracção das SH três camadas de sedimentos: 
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- Camada A: secção de 0 a 5 cm de profundidade, correspondente à camada superficial e com 
biomassa vegetal das povoações recentes; 
- Camada E: secção de 20 a 25 cm de profundidade, correspondente à camada intermédia, 
com maior conteúdo de biomassa vegetal nos locais com colonização vegetal, pertencente a 
povoações antigas; 
- Camada J: secção de 45 a 50 cm de profundidade, correspondente a uma camada mais 
profunda, já com escassez de biomassa vegetal nos locais colonizados; 
Quanto ao tipo de colonização, a classificação adoptada foi a anteriormente referida e que 
seguidamente se especifica: 
- Local 1: Local colonizado por Halimione portulacoides; 
- Local 2: Local colonizado por Arthrocnemum fruticosum; 
- Local 3: Local sem plantas. 
A escolha destas amostras de sedimentos prendeu-se com o facto de se pretender determinar se 
ocorriam diferenças nas propriedades e comportamento das SH que se encontravam junto das 
raízes e dos resíduos vegetais das diferentes espécies de plantas. Adicionalmente pretendia-se 
comparar o material húmico existente nos locais colonizados com os do não colonizado. 
Logo que possível, os sacos com os sedimentos congelados foram retirados da arca, abertos e 
colocados no liofilizador, para retirar a humidade. A liofilização foi efectuada sob uma temperatura 
média de –50ºC e uma pressão de 0,02 mbar. Depois de liofilizado, o sedimento foi separado em 
duas porções granulométricas: Uma fracção mais fina, em que os grãos possuíam um diâmetro 
inferior a 1 mm e outra de granulometria superior e que continha matéria vegetal, incluíndo raízes. 
Quando na fracção mais fina era visível matéria vegetal, esta era removida. 
3.2.1.3. pH e Potencial Redox 
Foram realizadas medições in situ de temperatura, pH e potencial redox (Eh). Para tal, utilizou-se 
um medidor de pH/mV WTW, modelo pH 320 (Alemanha), com uma sonda de temperatura 
incorporada. Para as leituras de pH usou-se o eléctrodo combinado (WTW–pH 330i/set). Para as 
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leituras de Eh foi utilizado um eléctrodo redox SenTix® 41 combinado com SenTix® ORP. A cada 
valor de potencial lido foi adicionado o potencial do eléctrodo de referência contra o eléctrodo 
padrão de hidrogénio (+212 mV). Para a apresentação dos resultados de cada parâmetro, 
consideraram-se as médias de 5 a 7 leituras individuais efectuadas em cada camada de sedimento. 
3.2.1.4. Análise Elementar 
Foram determinados os conteúdos em carbono total, azoto total e enxofre total da fracção fina de 
cada camada de sedimento (de diâmetro inferior a 1mm). Essas determinações foram efectuadas 
através de de um analisador LECO CHNS-932. 
3.2.2. Resultados 
3.2.2.1. pH e Potencial Redox 
Com o objectivo de compreender o ambiente sedimentar em estudo, segue-se uma análise dos 
valores de pH e potencial redox (Eh), obtidos durante a amostragem, cujos perfis se encontram 
representados na figura 3.3. De acordo com esses perfis, verifica-se que os sedimentos se 
encontravam ligeiramente ácidos com valores de pH a variarem entre 5,7 e 7,0, nos locais 
colonizados e entre 6,3 e 7,0, no local não colonizado. 
Tal como foi verificado por Válega et al. (2008b), os sedimentos superficiais dos locais vegetados, 
onde as raízes das plantas se encontram activas, são os que se apresentam mais ácidos, com pH 
inferior a 6. A formação de dióxido de carbono a partir da mineralização aeróbia da MO acumulada 
na superfície dos sedimentos vegetados terá contribuido para esses valores de pH (Caçador et al., 
1996; Vepraskas & Faulkner, 2001; Varennes, 2003). Por outro lado, através das suas raízes, as 
plantas de sapal libertam CO2 e compostos orgânicos acídicos para o sedimento (Vale et al., 1997; 
Dakora & Philips, 2002; Duarte et al., 2007), o que contribui para que o pH nos primeiros 10 cm de 
profundidade (zona de maior concentração de raízes activas) se mantenha inferior ao das camadas 
mais profundas. 
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Figura 3.3: Perfis de pH, e de potencial redox (Eh) nos sedimentos em estudo, de acordo com diferentes 
tipos de ocupação vegetal. 
Relativamente ao potencial redox, os valores mais elevados foram registados nos sedimentos 
superficiais dos locais vegetados. As plantas de sapal promovem a oxigenação do sedimento 
(Madureira et al., 1997; Kostka et al., 2002a). Essa oxigenação dá-se através da injecção de 
oxigénio molecular pelas raízes por difusão passiva ou por evapotranspiração (Kostka et al., 2002a). 
De acordo com a classificação utilizada por Cunha et al. (2005), os sedimentos vegetados 
apresentam-se entre o óxico (297 mV), na camada superficial, e o anóxico (-138 mV), nas mais 
profundas. Nos sedimentos sem plantas, a variação é menor, entre o subóxico (9 mV) e o anóxico (-
129 mV). Nestes sedimentos os valores mais elevados também correspondem às camadas 
superficiais, demonstrando uma maior oxigenação resultante do contacto com a atmosfera. O facto 
de os locais colonizados estarem menos sujeitos a encharcamento, relativamente ao local sem 
plantas também pode contribuir para que os primeiros possuam valores de Eh mais elevados, ao 
nível dos sedimentos superficiais. Além disso a colonização vegetal dos sedimentos promove um 
aumento na macrofauna bentónica que contribui para uma maior mobilização do sedimento 
podendo contribuir para um aumento do potencial redox (Kostka et al., 2002a). 
Relativamente às camadas subjacentes às superficiais, em todos os locais ocorre uma diminuição 
drástica nos valores de potencial redox, ficando o sedimento em condições de anóxia. No local 
povoado por H. portulacoides essa diminuição ocorre da camada superficial até à camada 
adjacente, de Eh=246 mV até Eh=-112 mV, mantendo-se aproximadamente neste valor nas 
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camadas seguintes (figura 3.3). No local colonizado por A. fruticosum, a descida verifica-se nos 
primeiros 15 cm de sedimento, de Eh=297 mV até Eh=-133 mV. Nos sedimentos não vegetados, 
essa diminuição ocorre igualmente até aos 15 cm de profundidade, atingindo um valor de –148 mV. 
A zona de sedimentos onde se dá a alteração brusca nos valores de potencial designa-se por 
“descontinuidade redox” e é bem visível na figura 3.4. Nessa figura, os sedimentos mais claros 
representam a zona em que as raízes das plantas são activas, devendo-se a sua côr à presença de 
formas oxidadas de ferro, cuja formação é promovida pela acção do O2 que, tendo sido transportado 
desde a parte aérea das plantas até às raízes, é libertado para o sedimento (Kostka et al., 2002a). 
 
Figura 3.4: Core de sedimentos extraído no local povoado por Halimione portulacoides, numa amostragem 
efectuada por investigadores do mesmo grupo, no mês de Maio. Verifica-se uma camada de 
sedimentos mais clara e oxigenada, nos primeiros centímetros. A partir daí, os sedimentos 
tornam-se mais escuros, reflectindo as condições anaeróbias prevalecentes. (fotografia cedida 
por M. Válega). 
Por baixo da “descontinuidade redox”, a penetração de oxigénio dissolvido dá-se com maior 
dificuldade, sendo rapidamente consumido (Biorede, 2001). Assim, cria-se um ambiente redutor, 
diminuindo a concentração de nitratos e aumentando a de nitritos. Nestas condições, o sulfato, que 
ocorre em abundância devido à influência da água do mar, passa a ser utlilizado como receptor de 
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electrões e formam-se sulfuretos (Howes et al., 1981; Costa, 1991; White, 1998; Kostka et al., 
2002a; Varennes, 2003). 
Essa produção de sulfuretos é ainda mais elevada nos sedimentos onde o “input” de MO é elevado, 
com consequente aumento da carência de oxigénio (Howes et al., 1981). Para além do sulfato, o 
ferro (III) também é um dos receptores de electrões mais disponíveis para a respiração microbiana 
em sapais (Kostka et al., 2002a). A consequente forma reduzida do ferro, pode associar-se aos iões 
sulfureto, entretanto produzidos, formando-se sulfuretos de ferro, bastante comuns nestes 
ambientes (Costa, 1991). 
Nas profundidades de sedimento superiores a 15 cm, os valores de potencial redox variam de forma 
diferente consoante o tipo de ocupação vegetal. Esta diferença, porém, é considerada pequena, 
podendo dever-se à variabilidade natural das leituras do eléctrodo (Vepraskas & Faulkner, 2001). 
Num estudo efectuado por Madureira et al. (1997) foi detectado um aumento no potencial redox, na 
profundidade com maior densidade de raízes dos sedimentos vegetados. Esse aumento foi 
atribuído às condições oxidantes promovidas pelas raízes das plantas, através da libertação de O2. 
No presente estudo não foram detectadas evidências de oxidação dos sedimentos, na camada de 
maior biomassa vegetal subterrânea (20-25 cm), constituída essencialmente por fragmentos 
pertencentes às povoações antigas de Phragmites australis (Otero et al., 2007; Válega et al., 
2008a). A falta de oxidação nestas camadas de sedimentos deve-se ao facto de essa biomassa 
vegetal já não se encontrar biologicamente activa. 
3.2.2.2. Análise Elementar 
Na figura 3.5 encontram-se as percentagens de carbono total (C), azoto total (N) e enxofre total (S) 
nas diferentes camadas de sedimento de onde foram extraídas as SH estudadas: as camadas A (0-
5 cm), E (20-25 cm) e J (45-50cm). Embora não se tenha descontado o carbono inorgânico, que 
será essencialmente devido à presença de carbonatos nos sedimentos, os valores de %C dão uma 
indicação do conteúdo de matéria orgânica no sedimento, dado que o carbono orgânico constitui a 
maior fracção de carbono total existente em sedimentos de sapais (Caçador et al., 2004; Mackenzie 
et al., 2004; Santín et al., 2008). Esse carbono orgânico resulta da elevada actividade fotossintética 
levada a cabo pelas plantas vasculares superiores, as algas bentónicas e o fitoplâncton e de MO 
alóctone que tenha sido trazida através de fluxos ribeirinhos e tidais (Mitsch & Gosselink, 2000; 
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Caçador et al., 2004). Razão pela qual se registam os maiores valores de %C nas camadas 
superficial e intermédia dos locais vegetados (figura 3.5). 
Também os teores de azoto são maiores nos locais vegetados do que no local não vegetado, em 
particular nas camadas superficial e intermédia. No que respeita aos perfis verticais, nos locais 
colonizados ocorre uma tendência decrescente dos teores de azoto com a profundidade, enquanto 
no local sem plantas, ocorre uma diminuição nestes valores apenas entre os sedimentos superficiais 
e os intermédios, os quais apresentam conteúdos de N semelhantes aos do sedimento da camada 
mais profunda. Estes resultados sugerem que as plantas de sapal contribuem para a acumulação 
de azoto nos sedimentos. 
De facto, Caçador et al. (2007), num estudo efectuado em sapais povoados por Halimione 
portulacoides, verificaram que uma percentagem considerável do azoto existente na biomassa 
vegetal em decomposição permanecia nos sedimentos, não sofrendo mineralização. Por outro lado, 
verificaram que os sedimentos de um sapal maduro eram capazes de reter azoto, tanto através da 
sedimentação e deposição de material orgânico, como por degradação das raízes das plantas. O 
material húmico sedimentar pode ter um papel fundamental na retenção desse azoto nos 
sedimentos de sapal, podendo reter unidades peptídicas na estrutura das suas moléculas (Zang et 
al., 2000; Knicker & Hatcher, 2001; Mendonça et al., 2004; Hsu & Hatcher, 2005). 
Caçador et al. (2007) verificaram também que a maior parte do azoto existente na biomassa de 
Halimione portulacoides, se acumulava preferencialmente nas folhas. Uma fonte provável desse 
azoto é o NO-3, dado que existem relatos de existência de elevados níveis de nitrato redutases nas 
folhas de H. portulacoides (Jensen, 1985). Segundo o autor, o ião NO-3 pode ser acumulado nos 
tecidos da planta para ser utilizado na produção de reguladores osmóticos orgânicos, tais como 
glicinobetaína ou prolina, quando os níveis de sal aumentam. Uma vez que são incapazes de fixar 
azoto atmosférico, as plantas de sapal poderão competir com outros organismos para utilização do 
nitrato, necessário para as suas funções metabólicas e de osmoregulação. 
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Figura 3.5: Resultados da análise elementar (%C, %N e %S) de amostras das diferentes camadas de 
sedimento. 
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Uma vez que a razão C/N é bastante utilizada em pedologia como indicador do grau de humificação 
da MO de solos (Costa, 1991), foram determinadas as razões atómicas C/N a partir dos valores de 
%C e %N para obter informação acerca da natureza da MO presente nesses sedimentos (figura 
3.6).  
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Figura 3.6: Razões atómicas C/N nas diferentes camadas de sedimento. Valores médios e desvios padrões 
de 3 réplicas. Locais: 1- com H. protulacoides; 2- com A. fruticosum; 3- sem plantas. Camadas 
de sedimento: A- superficial (0-5 cm); E- intermédia (20-25 cm); J- profunda (45-50 cm). 
Os sedimentos superficiais dos locais vegetados apresentam os menores valores de C/N revelando 
uma incorporação de material rico em azoto, de origem biogénica recente. Pelo contrário, os valores 
de C/N das camadas mais profundas são os mais elevados, revelando a presença de material mais 
refractário, já com menos compostos azotados que entretando foram consumidos por mineralização. 
Relativamente aos perfis verticais dos valores deste indicador, estes variam consoante o tipo de 
ocupação vegetal. No local colonizado pela H. portulacoides a camada intermédia apresenta valores 
idênticos à camada mais profunda. Nos restantes locais esta camada tem valores intermédios entre 
as camadas superficial e profunda, sendo o local povoado por A. fruticosum aquele cujas diferenças 
entre essas camadas são mais evidentes. 
A variação dos teores em carbono e azoto nos sedimentos poderá ajudar a explicar este facto 
(figura 3.7). No local colonizado pela H. portulacoides os teores em carbono diminuem na mesma 
proporção que os de azoto, da camada intermédia para a mais profunda (63,8% e 63,7% de 
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redução, respectivamente), daí os mesmos valores observados nas razões C/N destas duas 
camadas de sedimento. Estes dados relativos às taxas de variação do carbono e do azoto da 
camada intermédia para a mais profunda sugerem que o carbono e o azoto da MO foram 
mineralizados em igual proporção na camada J do local 1, não havendo uma degradação 
preferencial de componentes azotados relativamente aos de carbono, a qual se observou no local 2. 
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Figura 3.7: Variação dos valores de %C e %N entre diferentes camadas de sedimento. Locais: 1- com H. 
protulacoides; 2- com A. fruticosum. Camadas de sedimento: A- superficial (0-5 cm); E- 
intermédia (20-25 cm); J- profunda (45-50 cm).  
De facto, no local colonizado pela A. fruticosum o azoto diminui numa proporção semelhante à do 
mesmo elemento no local 1 (62,6%), mas o carbono diminui com uma taxa inferior (43,6%). Tal 
facto sugere que a MO na camada 2J tem origem em resíduos refractários ricos em carbono, 
podendo ser, por exemplo, materiais lenhino-celulósicos. Note-se que são os sedimentos mais 
profundos do local 2 que possuem os valores mais elevados da razão C/N. Hemminga & Buth 
(1991) estudaram a influência de diversos factores sobre as taxas de mineralização de diferentes 
materiais vegetais depositados em sedimentos de sapal. Nesse estudo verificaram que a 
composição química dos tecidos vegetais é a principal variável que afecta as taxas de 
decomposição das halófitas. Particularmente, são as variações da composição em lenhina, quer 
entre os diferentes tipos de tecido, quer entre as diferentes espécies, que definem essas taxas de 
decomposição. Desta forma, o diferente comportamento relativamente à variação da razão C/N 
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entre as diferentes camadas de sedimento dos dois locais, pode reflectir uma diferenciação na 
composição da biomassa existente em cada local e que poderá estar na origem da matéria húmica.  
No que diz respeito aos conteúdos de S nos sedimentos, analisando a figura 3.5, verifica-se que as 
maiores %S se encontram nas camadas intermédias e profundas dos sedimentos colonizados por 
ambas as plantas, sendo bastante superiores nos sedimentos intermédios do local colonizado pela 
A. fruticosum (2E) relativamente à mesma camada de sedimentos do outro local com plantas. Nos 
sedimentos superficiais dos dois locais vegetados os valores de enxofre são inferiores relativamente 
aos sedimentos mais profundos, sendo semelhantes aos dos sedimentos sem plantas, os quais não 
variam com a profundidade. 
Nas camadas superficiais de sedimentos, a presença de sulfatos, oriundos da água do mar, 
contribui para os teores de enxofre. Nas camadas de sedimentos intermédias e mais profundas, 
esse enxofre terá sido convertido em sulfuretos, produzidos pelas bactérias sulfato redutoras, em 
condições de anóxia. Esses sulfuretos poderão ter um papel fundamental na retenção de metais nos 
sedimentos, desenvolvendo a côr negra característica dos sedimentos mais profundos (De Kok et 
al., 1993; Válega, 2002). 
O enxofre determinado também pode provir de moléculas biogénicas com enxofre, nomeadamente 
aminoácidos, como a cisteína e metionina. As cisteínas fazem parte das fitometalotioninas, isto é, 
polipeptídeos que complexam metais, nomeadamente o cobre, podendo ser produzidas dentro das 
células das plantas superiores (Robinson, 1990). Desta forma, a presença destes compostos pode 
ser importante para a disponibilidade ou retenção de metais no meio sedimentar. As metioninas são 
aminoácidos utilizados como percursores de um osmoregulador (DMSP, do inglês 
“dimethysulfoniopropionate”) sintetizado por algas marinhas e pelas folhas de algumas 
angiospérmicas das famílias Compositae e Gramineae (Kocsis et al., 1998). Liebezeit (2008) refere 
a presença deste composto na H. portulacoides. Quanto à A. fruticosum, não foram encontrados 
registos bibliográficos sobre a presença deste composto nos seus tecidos. No entanto, uma vez que 
se trata de uma halófita pertencente à mesma família que a halimione, é possível que utilize o 
mesmo composto para regular a concentração salina nos seus tecidos. 
Estas biomoléculas que contêm enxofre poderão ser parte integrante dos fragmentos vegetais 
presentes nos sedimentos dos locais vegetados, podendo vir a integrar o seio da MO sedimentar na 
qual se inclui material húmico (Ferdelman et al., 1991). Por outro lado, diversos autores 
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demonstraram que as SH sedimentares ficam enriquecidas em enxofre nos meios anóxicos devido 
a reacções abióticas de compostos de enxofre reduzidos ou de outras espécies de oxidação 
intermédia com MO lábil (Ferdelman et al., 1991; Billon et al., 2002). 
A degradação da MO por bactérias redutoras de sulfato em ambientes sedimentares resulta na 
formação de sulfureto de hidrogénio. Posteriormente, parte desse sulfureto reage com o ferro e 
outra parte com a MO. Adicionalmente, transformações químicas e microbianas graduais das 
espécies orgânicas de enxofre conduzem a um aumento no seu peso molecular com várias ligações 
de enxofre. Com o tempo formam-se macromoléculas orgânicas contendo enxofre, que as protege 
da degradação enzimática e microbiana (Billon et al., 2002). Essa protecção poderá contribuir para 
os elevados conteúdos de MO na camada E dos locais vegetados, onde o conteúdo de S é também 
superior. 
3.3. EXTRACÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS SEDIMENTARES 
3.3.1. Introdução 
Todo o processo de obtenção de amostras de substâncias húmicas compreende três passos 
fundamentais (Swift, 1985): 
(a) Extracção da matriz onde estão inseridos; 
(b) Fraccionamento em diferentes tipos de SH; 
(c) Purificação destas substâncias, isolando-as de material não húmico, como carbo-hidratos, 
proteínas, lípidos e outros compostos de baixo peso molecular  
No presente trabalho, a extracção, fraccionamento e purificação das SH foram efectuados de 
acordo com uma adaptação do método proposto pela IHSS para extracção de SH em amostras de 
solo, cujo desenvolvimento foi atribuído a Swift (1996). O procedimento adoptado está 
esquematizado na figura 3.8. 
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Figura 3.8: Esquema do procedimento adoptado para a extracção das substâncias húmicas sedimentares. 
Por incluir uma extracção alcalina este método pode ter alguns constrangimentos, dos quais se 
destacam: a dissolução da sílica, constituinte da matéria mineral, com consequente contaminação 
das fracções orgânicas extraídas; hidrólise e dissolução de componentes protoplasmáticos e 
estruturais dos tecidos orgânicos frescos, com a sua consequente mistura com o material húmico; 
oxidação da MO em meio alcalino, quando em contacto com o ar; e, reacções de condensação 
entre amino-ácidos, aldeídos e cetonas (Rosa et al., 2000; Rocha & Rosa, 2003). As condições 
ácidas extremas, usadas na precipitação dos AH após extracção, podem resultar numa degradação 
da MO, através da sua hidrólise (Hayes, 1985; AUW, 2000; Rocha & Rosa, 2003). Estes 
inconvenientes foram minimizados evitando que as amostras se mantivessem demasiado tempo em 
condições extremas de pH e mantendo as soluções alcalinas em ambiente de azoto. A 
contaminação do material húmico com componentes orgânicos de baixo peso molecular e 
componentes inorgânicos foi minimizada através dos processos de purificação, adiante descritos. 
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3.3.2. Pré-Lixiviação Ácida 
Adicionou-se à fracção fina de sedimento (d<1 mm) HCl 1 mol/L até ajustar o pH a 1-2 e perfez-se 
com HCl 0,1 mol/L até um volume final de 10 mL/g de sedimento. Essa mistura foi agitada 
continuamente durante uma hora, deixando-se posteriormente repousar até o sedimento assentar. 
O sobrenadante foi decantado e descartado. 
O objectivo desta extracção com ácido clorídrico diluído foi o de remover, da matriz de sedimento, o 
cálcio e outros catiões polivalentes, de forma a aumentar a eficiência da extracção da MO que ficou 
no sedimento residual (AUW, 2000). 
3.3.3. Extracção Alcalina 
O sedimento residual, obtido no passo anterior, foi colocado em atmosfera de azoto para evitar a 
ocorrência de oxidação do material húmico durante a adição da solução alcalina. Adicionou-se 
então NaOH 1 mol/L suficiente para neutralizar o sedimento, ficando com um pH compreendido 
entre 6 e 7 e perfez-se o volume com NaOH 0,1 mol/L até 10 mL/g de sedimento. Agitou-se 
intermitentemente, durante um período de 4 horas e deixou-se a suspensão alcalina assentar 
durante a noite. 
O sobrenadante dessa suspensão foi decantado em atmosfera de azoto, resultando novamente 
duas fracções distintas: 
- O precipitado: Constituído por material não húmico e humina, que foi rejeitado, e; 
- O sobrenadante: Contendo SH e que foi sendo recolhido e imediatamente neutralizado com 
HCl 6 mol/L, conforme se demonstra no esquema da figura 3.9. 
Por fim, o pH do extracto decantado foi ajustado a um valor próximo de 1,0, a fim de precipitar os 
AH e a suspensão foi deixada a repousar, durante 12 a 16 horas, no frigorífico. 
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Figura 3.9: Representação esquemática da decantação e acidificação da solução que contém as 
substâncias húmicas. 
3.3.4. Fraccionamento da Substâncias Húmicas em Ácidos Fúlvicos e Húmicos 
A suspensão resultante foi a centrifugar a 10 000 rpm, durante 30 minutos, em tubos de Teflon 
com 50 mL de capacidade. Após a centrifugação, decantou-se o sobrenadante, fazendo passar por 
um filtro de vidro sinterizado, para reter algum material vegetal persistente. Assim, obtiveram-se de 
novo duas fracções: 
- Solução ácida: Parte decantada que contém os ácidos fúlvicos sedimentares, e; 
- Precipitado: Contendo AH, juntamente com outro material não húmico. 
Desta forma, os AH ficaram separados dos AF, tendo cada fracção dois tratamentos distintos para a 
sua purificação. 
3.3.5. Purificação dos Ácidos Húmicos 
Numa câmara especialmente concebida para manter um ambiente de azoto e evitar a oxidação da 
matéria húmica, redissolveram-se os AH precipitados, em cada tubo de centrífuga, com uma 
solução contendo NaOH 0,1 mol/L e KCl 0,2 mol/L. A razão pela qual se juntou o KCl à solução de 
NaOH foi a de aumentar a força iónica e, consequentemente, provocar a floculação da matéria 
inorgânica coloidal (Swift, 1985; Rocha & Rosa, 2003). 
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A suspensão resultante foi centrifugada a 10 000 rpm e a solução alcalina sobrenadante, contendo 
os AH solubilizados, foi decantada dentro da câmara de azoto. Ao precipitado adicionou-se nova 
porção de solução NaOH 0,1 mol/L e KCl 0,2 mol/L e repetiu-se o procedimento de solubilização e 
decantação dos AH. O processo foi repetido até a cor da solução se atenuar consideravelmente, 
indicando que os AH do precipitado contido no tubo de centrífuga haviam sido completamente 
solubilizados. 
Por fim, acidificou-se a solução de AH com HCl 6 mol/L até pH 1 e deixou-se repousar durante a 
noite, para que os AH precipitassem. No dia seguinte decantou-se o sobrenadante que foi 
descartado, ficando um precipitado com AH. Este precicipitado foi ressuspendido em HCl 0,01 mol/L 
e colocado a dialisar. Inicialmente, a diálise efectuou-se contra HCl 0,01 mol/L para favorecer a 
troca de iões metálicos ligados aos AH por catiões H+. Posteriormente, colocou-se a suspensão com 
os AH a dialisar contra água destilada, para remover excesso de ácido. Efectuaram-se várias mudas 
de dialisado, de aproximadamente 12 em 12 horas, até não serem detectados iões no dialisado, isto 
é, até a conductividade do dialisado ser semelhante à da água destilada. Desta forma obtiveram-se 
os AH purificados e protonados. 
Essas suspensões de AH purificados foram congeladas em azoto líquido, dentro de balões de vidro. 
Para este processo utilizou-se um evaporador rotativo como processo de rodar os balões durante a 
congelação, o que permitiu um maior espalhamento da amostra pela superfície interna do balão, ou 
seja, maior área superficial para a liofilização. As amostras congeladas foram postas a liofilizar, à 
pressão de 0,02 mbar e à temperatura média de -50 ºC. Por fim, transferiram-se as amostras para 
os respectivos porta-amostras, devidamente identificados e guardaram-se num exsicador com sílica, 
forrado exteriormente com papel de alumínio para ficarem ao abrigo da luz. 
3.3.6. Purificação dos Ácidos Fúlvicos 
Os AF foram purificados através de um processo de fixação e dessalinização numa resina 
adsorvente, XAD-8, com posterior protonação, conseguida através da passagem por uma coluna de 
resina de troca catiónica. 
As resinas foram empacotadas em colunas de vidro, numa montagem conforme se representa no 
esquema da figura 3.10. Todas as tubagens utilizadas nesta montagem eram de Teflon para evitar 
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contaminações, excepto a da bomba peristáltica que é própria para este equipamento e cujo 
material é o Tygon. As resinas utilizadas para este procedimento tinham sido anteriormente lavadas 
com extracções sequenciais em soxhlet com metanol, éter dietílico e acetonitrilo, de acordo com a 
metodologia proposta por Thurman & Malcolm (1981) e por Malcolm (1989a). Esta metodologia está 
detalhadamente descrita em Santos (1994). A resina de troca catiónica utilizada foi a DOWEX 50W-
X8 (20-50 mesh, capacidade de troca 1,7 meq/mL), a qual, após lavagem com os solventes 
referidos e com água, foi sujeita a um tratamento de protonação com uma solução de HCl 1:3. 
Coluna com resina
XAD-8
(volume total=500 ml)
Coluna com resina de
troca catiónica
(volume total=75 ml)
N2
Bomba peristáltica
Ácidos fúlvicos
dessalinizados
 
Figura 3.10: Diagrama representativo da montagem das colunas com as resinas adsorvente XAD-8 e de 
troca catiónica DOWEX 50W-X8, para a fixação e dessalinização dos ácido fúlvicos. Este 
diagrama representa a amostra em contra-eluição com NaOH 0,1 mol/L. 
A solução contendo AF foi bombeada através da coluna XAD-8, até o soluto (os ácidos fúlvicos) 
ficar fixado em aproximadamente 1/3 da altura da coluna. Para remover a solução salina que ficou 
no volume morto da coluna, bombeou-se água destilada, controlando o eluato através da sua 
condutividade e do teste dos cloretos com nitrato de prata. 
A amostra retida na coluna XAD-8 foi seguidamente contra-eluída com NaOH 0,1 mol/L, a uma 
velocidade inferior à de fixação. O eluato foi encaminhado para a ampola de entrada na coluna de 
troca catiónica, que se encontrava em atmosfera de azoto, para evitar a oxidação da amostra. Após 
mistura entre as partes diluída e concentrada do eluato dentro da ampola, abriu-se a torneira da 
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coluna de troca, fazendo a amostra passar rapidamente pela coluna, diminuindo o seu pH até 
valores compreendidos entre 3 e 4. A amostra residual que tenha ficado no volume morto foi 
arrastada com água destilada. Seguiu-se então uma segunda passagem pela resina de troca, desta 
vez de uma forma mais lenta, para garantir uma efectiva protonação de toda a mistura de AF. 
A adsorção dos AF na resina XAD-8 deve-se a interações hidrofóbicas, tendo sido realizada a 
pH=2, para que os grupos funcionais estejam protonados e as moléculas constituintes dos AF 
fiquem mais hidrofóbicas (Aiken et al., 1979; Thurman & Malcolm, 1981; Santos, 1994; Rocha & 
Rosa, 2003). A eluição com uma solução de NaOH tira partido da ionização dos grupos funcionais e 
consequente aumento da solubilidade das substâncias húmicas, por aumento do pH (Aiken et al., 
1979; Santos, 1994). 
Logo após a eluição de toda a amostra, a coluna XAD-8 era lavada com HCl 0,1 mol/L, em 
contraeluição até o pH do eluato descer para 2, seguido de HCl 0,01 mol/L, no sentido directo de 
eluição, de forma a deixar a coluna a pH 2 para a a fixação da amostra seguinte. A resina de troca 
era novamente protonada com HCl 1:3. O excesso de ácido era depois retirado com água destilada, 
em lavagens sucessivas controladas através da condutividade do efluente da coluna. 
As soluções com AF purificados foram congeladas e liofilizadas da mesma forma que as 
suspensões dos AH. Por fim, transferiram-se as amostras para os respectivos porta-amostras, 
devidamente identificados e guardaram-se num exsicador com sílica, forrado exteriormente com 
papel de alumínio, para ficarem ao abrigo da luz. 
Durante o processo de purificação dos AF foram efectuadas leituras de absorvâncias, a diferentes 
comprimentos de onda, de alíquotas retiradas das soluções iniciais, antes de serem sujeitas a este 
processo, e dos efluentes das colunas cromatográficas para avaliar a percentagem de perdas de 
matéria orgânica, em diferentes etapas do processo: 
• Durante a fixação na coluna XAD-8; 
• Durante a dessalinização, por arraste com água destilada através da mesma coluna; 
• No final da etapa de protonação através da coluna de troca catiónica, para determinação 
das perdas totais. 
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A perda global, PG, isto é, perda da MO responsável pela absorvância a determinado comprimento 
de onda (CO), λj, expressa em percentagem, foi calculada, para a globalidade do processo, a partir 
da seguinte expressão (Santos, 1994): 
PG (%) = [(Ailj×fi×Vi- Aflj×ff ×Vf)/Ailj×fi×Vi]×100 [3.1] 
Onde Aiλj e Afλj são as absorvâncias medidas ao CO λj sobre as alíquotas retiradas das soluções 
inicial e final, respectivamente; fi e ff são os factores das diluições, aplicados sobre as alíquotas 
retiradas das soluções inicial e final, e; Vi e Vf são os volumes totais das soluções inicial e final. 
Nesta expressão, o termo Aiλj×fi×Vi diz repeito à MO existente na solução inicial e o termo Afλj×ff×Vf 
diz respeito à MO existente na solução final, recuperada após todo o processo de purificação. 
Para o cálculo da MO perdida com os efluentes da fixação e da dessalinização, PE, esta expressão 
foi substituída pela seguinte: 
PE (%) = (Aeλj×fe×Ve/ Ailj×fi×Vi)×100 [3.2] 
O termo Aiλj×fi×Vi já foi explicado anteriormente. O termo Aeλj×fe×Ve diz respeito à MO responsável 
pela absorvância a determinado CO, perdida com o efluente resultante da fixação ou da 
dessalinização na resina XAD-8. 
Na tabela 3.1 encontram-se compilados os valores das perdas de MO, responsável pelas 
absorvâncias a 250 nm, 280 nm e 360 nm, nos diferentes estádios do processo de purificação dos 
AF. O primeiro CO é normalmente utilizado como parâmetro estimativo do COD em águas naturais 
(De Haan et al., 1982). Os restantes representam as diferentes componentes da MOD em meios 
aquosos. Quanto maiores forem o grau de aromaticidade e o tamanho molecular das moléculas 
orgânicas, maior é a sua absorvância a comprimentos de onda superiores (Ertel & Edges, 1983; 
Santos, 1994; De Souza Sierra et al., 2000). 
De uma forma geral, as perdas calculadas a partir da leitura das absorvâncias a 360 nm não diferem 
significativamente das calculadas a partir das leituras a 280 nm. Estas, por sua vez, não diferem das 
calculadas a partir das leituras a 250 nm. Esta perda homogénea de diferentes componentes da MO 
foi observada em todas as amostras, sugerindo que as misturas finais resultantes da dessalinização 
e protonação de cada amostra de AF são representativas das respectivas misturas iniciais (Santos, 
1994). 
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Tabela 3.1 
Perdas de MO responsável por diferentes comprimentos de onda, durante alguns estádios do processo de 
purificação dos ácidos fúlvicos. E250, E280 e E360 correspondem respectivamente aos comprimentos de onda 
de 250 nm, 280 nm e 360 nm. 
Perdas durante a fixação 
(%) 
Perdas durante a 
dessalinização (%) 
Perdas totais (%) 
Camada 
de 
sedimento E250 E280 E360 E250 E280 E360 E250 E280 E360 
1A 21,7 20,2 17,7 26,2 24,8 25,5 68,7 68,2 69,6 
1E 14,8 12,3 8,2 11,8 10,9 10,0 n.d. n.d. n.d. 
1J n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 33,6 n.d. 30,1 
2A 42,6 39,3 37,9 13,2 12,4 14,3 67,9 67,7 66,3 
2E 13,0 11,0 8,3 12,2 11,5 10,7 40,5 38,1 33,9 
2J 22,0 15,3 17,3 17,4 15,3 16,2 54,9 55,2 51,4 
3A 15,1 10,4 5,75 12,9 10,4 8,9 40,2 36,0 30,7 
3E n.d. n.d. n.d. 18,7 18,9 23,2 43,5 42,7 47,2 
3J 8,9 7,5 9,9 23,9 26,6 19,7 47,9 46,1 44,6 
n.d. – Não determinado 
3.3.7. Quantificação das Substâncias Húmicas Extraídas 
Os gráficos da figura 3.11 representam a fracção de cada tipo de substâncias húmicas extraídas 
relativamente à correspondente fracção fina de sedimentos, em termos de massa, isto é, a fracção 
obtida através da seguinte expressão (m diz respeito à massa): 
Fracção de húmicos (%) = (mhúmicos/msedimento)×100  [3.3] 
Na figura 3.12 apresenta-se a percentagem de cada fracção de SH expressa em termos de carbono 
(C), isto é: 
Fracção de húmicos (%) = (Chúmicos/Csedimento)×100  [3.4] 
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Figura 3.11: Percentagem da massa de ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF) extraídos 
correspondente à massa da fracção fina de cada camada de sedimento  
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Figura 3.12: Percentagem de carbono nos ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF) relativamente ao 
carbono total da fracção fina de cada camada de sedimento. Teores de carbono determinados 
por análise elementar. 
Como se pode observar, foram obtidas maiores quantidades de AH do que fúlvicos. Em termos de 
massa relativa, os valores variaram entre 0,28% e 2,9% nos primeiros e 0,022% e 0,20% nos 
segundos. Em termos de carbono total, a gama de valores relativos foi 1,8%-35% e 0,43-1,33%, 
respectivamente. Num estudo efectuado por Filip et al. (1988), onde foram extraídos AH de 
sedimentos de um sapal dominado por Spartina alterniflora, 2,17% da massa total de sedimento fino 
(fracção inferior a 2 mm) era constituído por essas substâncias. No presente estudo, apenas foram 
obtidas quantidades relativas iguais ou superiores nos sedimentos superficiais (2A) e mais 
profundos (2J) do local colonizado pela A. fruticosum. Nos restantes sedimentos, obtiveram-se 
valores bastante inferiores, sendo iguais ou inferiores a 1%. 
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Outros autores também obtiveram concentrações de SH inferiores a 1% em sedimentos lagunares, 
estuarinos e de sapais (Calace et al., 1999; Tremblay & Gagné, 2007; Santín et al., 2009). Nos seus 
estudos, estes autores verificaram uma diminuição na concentração de SH sedimentares com a 
profundidade de sedimento, bem como uma relação directa entre essa concentração e o carbono 
orgânico total nos sedimentos. No presente estudo essas tendências não são sempre observadas. 
Comparando as duas formas de cálculo de material húmico extraído, isto é, em termos de massas 
totais e em termos de carbono total, verifica-se que os resultados não são coincidentes. Por 
exemplo, quando calculada em termos de massas totais, a menor quantidade de material húmico 
extraído dos sedimentos do local colonizado por H. portulacoides foi a correspondente à camada 
mais profunda de sedimento (1J). Porém, em termos de carbono total, essa camada foi a que 
registou um valor superior do local 1. Estes resultados devem-se ao facto de existir mais MO nas 
camadas superficial e intermédia desse local sendo, no entanto, estas as camadas onde a 
percentagem de material não húmico é maior, resultando numa menor percentagem de carbono 
húmico relativamente ao carbono total no sedimento. 
Nos sedimentos não colonizados, as camadas intermédia e profunda (3E e 3J) originaram 
quantidades semelhantes de material húmico, em termos de massa total, sendo mais baixas que as 
obtidas a partir dos sedimentos superficiais (camada 3A). Porém, os resultados calculados em 
termos de carbono total mostram, de novo, diferentes tendências. Neste caso, os valores de 
material extraído demonstram uma tendência decrescente com a profundidade. 
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IV. 
CORRECÇÃO DO EFEITO DE FILTRO INTERNO NOS 
ESPECTROS DE FLUORESCÊNCIA MOLECULAR 
4.1. INTRODUÇÃO 
4.1.1. Distorções nos espectros de fluorescência de substâncias húmicas 
As SH são misturas de fluoróforos com máximos de absorção e emissão a diferentes comprimentos 
de onda. Desta forma, os seus espectros de fluorescência molecular fornecem informação acerca 
da sua composição e estrutura. Porém, a presença de alguns fluoróforos, nomeadamente os que 
fluorescem a menores comprimentos de onda, pode ser obscurecida devido aos efeitos de filtro 
interno, isto é, à absorção da radiação emitida devido à presença de outros fluoróforos em 
concentrações excessivas (Tucker et al., 1992, Mobed et al., 1996; MacDonald et al., 1997). Como 
resultado, as formas espectrais podem ficar distorcidas e conduzirem a interpretações erradas.  
No entanto, há diversos estudos publicados onde se analisam soluções de SH com concentrações 
relativamente elevadas e sem qualquer correcção do efeito de filtro (Miano et al., 1988; Senesi et 
al., 1989; Sierra et al., 2000; Peuravuori et al., 2002). No capítulo que se segue, relativo à 
caracterização das SH em estudo, serão apresentados os seus espectros de fluorescência 
síncrona. Nesse capítulo mostra-se que os espectros de algumas amostras revelam a presença de 
resíduos de aminoácidos fluorescentes, nomeadamente triptofano, na sua estrutura. Dado que 
esses aminoácidos fluorescem a comprimentos de onda a que outros componentes comuns nas SH 
absorvem fortemente, os efeitos de filtro interno podem obscurecer a presença dessas bandas. 
Neste capítulo avaliou-se a extensão dos efeitos de filtro sobre misturas de triptofano e modelos de 
SH e testou-se a eficiência do método de correcção do efeito de filtro utilizado para a correcção dos 
espectros de fluorescência molecular apresentados nos capítulos seguintes. 
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4.1.2. Efeito de Filtro Interno 
A intensidade de fluorescência (If) de uma substância excitada por uma radiação a determinado CO 
é dada pela seguinte expressão: 
If=Φf I0e-2,303εcd [4.1] 
Sendo (Φf) o rendimento quântico de fluorescência dessa substância, (Io) a intensidade do feixe 
incidente sobre a substância, (ε) a absortividade molar do analito, (c) a concentração do analito e 
(d) o percurso óptico. A baixas concentrações, quando 2,303εcd é inferior a 0,05, a expressão 
anterior pode ser simplificada transformando-se na relação linear (Skoog et al., 1998): 
If=2,303Φf I0εcd [4.2] 
Assim, a intensidade de fluorescência torna-se proporcional à concentração do analito na solução 
em estudo. À medida que a concentração aumenta, a absorvância da substância, traduzida por εcd 
aumenta e a relação linear entre a fluorescência e a concentração de analito deixa de se verificar. 
Como resultado, a partir de certos valores de concentração observa-se uma curvatura na 
representação da intensidade de fluorescência em função da concentração, em direcção ao eixo 
das abcissas, devida ao termo (e-2,303εcd). 
Este afastamento da linearidade está relacionado com o efeito de filtro interno (EFI), representado 
esquematicamente na figura 4.1. A azul, está indicado o feixe de luz incidente e o feixe de radiação 
emitida (fluorescência) que passa pela fenda do monocromador da emissão até ao detector. Os 
fluoróforos contidos na zona designada por janela de observação são aqueles que contribuem para 
o sinal que chega ao detector da emissão. O EFI consiste na acção conjunta do Efeito de 
Absorvância Primário, também designado por Efeito de Filtro Interno Primário (EFIP) e o Efeito de 
Absorvância Secundário, i. e., Efeito de Filtro Interno Secundário (EFIS) (Yappert e Ingle, 1989; 
Tucker et al., 1992). 
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Figura 4.1: Representação esquemática do efeito de filtro interno (EFI), que ocorre numa célula 
onde uma solução é analisada por fluorescência. O EFI é composto pelo Efeito de 
Filtro Interno Primário (EFIP), actuando sobre o feixe incidente (I0), e pelo Efeito de 
Filtro Interno Secundário (EFIS), que atenua a intensidade de fluorescência até ao 
valor detectado (ID). Os restantes parâmetros referem-se às dimensões da célula (l), da 
janela de interrogação (a, b, u e v) e do percurso óptico (d1 e d2), utilizados nas 
fórmulas apresentadas por Parker & Barnes (1957), Yappert & Ingle (1989) e Tucker et 
al. (1992) (Adaptado de Rocha, 2007). 
Desta forma, os fluoróforos que se encontrem no centro da janela de observação recebem uma 
intensidade de radiação incidente atenuada ao longo do percurso d1, devido à absorção pelo próprio 
analito ou outras moléculas que se encontrem nesse percurso. Esta atenuação é o EFIP. Por outro 
lado, a intensidade de fluorescência emitida por esses fluoróforos será atenuada ao longo do 
percurso d2 por moléculas que se encontrem nesse percurso e sejam capazes de absorver a 
radiação emitida pelos fluoróforos, fazendo diminuir a intensidade de fluorescência que chega ao 
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detector. Esta atenuação é o EFIS. O EFI pode ser ultrapassado de duas formas: diluindo a amostra 
ou corrigindo-o matematicamente, utilizando os valores de absorvância. No seguinte sub-capítulo 
prossegue-se com uma revisão de algumas formas de correcção matemática do EFI apresentadas 
na bibliografia. 
4.1.3. Correcção Matemática do Efeito de Filtro Interno 
De acordo com Yapert & Ingle (1989), apesar de existirem publicações com expressões 
matemáticas de correcção do efeito de filtro interno (CEFI) desde 1938 (Sen-Gupta, 1938), foram 
Parker & Barnes (1957) quem deu um importante contributo para a correcção do EFIP 
considerando, para além do próprio fluoróforo, outras substâncias absorventes e não fluorescentes 
incluídas na solução. O factor de correcção proposto era calculado através da expressão: 
Factor de Correcção = I0/ID = 2,303A(b-a)/(10-Aa-10-Ab) [4.3] 
onde A é a absorvância por unidade de percurso óptico ao comprimento de onda de excitação. I0, ID, 
a e b correspondem, respectivamente, ao sinal de fluorescência real ou corrigido, ao sinal 
observado e às dimensões dos limites da janela de interrogação do lado da emissão, conforme 
ilustrado na figura 4.1. 
Este factor é o factor de correcção de absorção primário (fP) (Yapert & Ingle, 1989). Holland et al. 
(1977) propuseram uma outra expressão para o fP, idêntica à anterior onde era empregue a 
transmitância ao CO de excitação (T), ao longo do percurso do feixe de emissão no lugar da 
absorvância: 
fP = ln T (w2-w1) / (Tw2 -Tw1) [4.4] 
onde w1 = a/l  e w2 = b/l, sendo  l  o percurso óptico ao longo de toda a célula, conforme indicado 
na figura 4.1. Esta expressão foi aplicada com sucesso até valores de absorvância de 2,0. Para 
além do factor primário, os mesmos autores derivaram uma expressão semelhante para o cálculo 
do factor de correcção de absorção secundário fS: 
fS = ln T´ (w’2-w’1) / (T’w’2 -T’w’1) [4.5] 
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Onde T´ representa a transmitância ao CO de emissão e w’1= u/l e w’2 = v/l são os parâmetros 
relativos à janela de interrogação, no lado da excitação. Este factor de correcção, juntamente com o 
fP, foi integrado numa expressão global de cálculo da intensidade de fluorescência corrigida para o 
efeito de filtro interno (I0): 
I0 = ID× fP× fS = ID × [ln T (w2-w1) / (Tw2-Tw1)] × [ln T´ (w’2-w’1) / (T’w’2-T’w’1)] [4.6] 
Tucker et al. (1992) utilizaram uma expressão similar a esta onde usaram os valores de absorvância 
para o cálculo do factor primário e os valores da transmitância para o cálculo do factor secundário 
Desta forma, obtiveram a seguinte expressão para a intensidade de fluorescência corrigida a partir 
do valor de intensidade de fluorescência observado: 
I0= fp x fS x ID =[2,303A(b-a) / (10-Aa-10-Ab)] x [ln T´ (w’2-w’1) / (T’w’2-T’w’1)] x ID [4.7] 
Quando a concentração das substâncias absorventes em solução é tão baixa, de tal forma que esta 
seja opticamente diluída (absorvância por unidade de percurso óptico <0,01 cm-1), o valor da 
transmitância aproxima-se à unidade (Tucker et al., 1992). Nestes casos, os denominadores e os 
numeradores desta expressão igualam-se e ambos os factores de correcção ficam iguais à unidade. 
Este é o princípio utilizado na diluição da amostra a analisar para ultrapassar o EFI. Porém, tal como 
verificado por Hautala et al. (2000), a diluição das amostras pode alterar o valor da absortividade 
das SH em análise. Essa alteração pode ser consequência de possíveis perturbações na 
conformação, ligações, solvatação e grau de associação das moléculas (Holland et al., 1977). Como 
resultado espectros de fluorescência podem ser deturpados. 
As expressões 4.7 e 4.6 assumem que a intensidade do feixe que realmente excita os fluoróforos é 
uma média das intensidades da radiação ao longo do seu percurso óptico entre os limites da janela 
de interrogação (parâmetros a e b da figura 4.1). Por seu turno, a intensidade de radiação emitida 
por esses fluoróforos que atinge o detector corresponde à média das suas transmitâncias ao longo 
dos limites v e u, da mesma figura. 
Outros autores têm recorrido a uma expressão mais simples onde se considera que a intensidade 
de fluorescência detectada é aproximadamente igual à intensidade da radiação emitida por um 
fluoróforo localizado no centro da janela de observação que, tendo recebido um feixe luminoso que 
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percorreu o percurso d1, emitiu radiação que sofreu atenuação ao longo do percurso óptico d2 
(Kubista et al., 1994; Mcknight et al., 2001; Kalbitz & Geyer, 2001; Ohno, 2002). 
Assim, tem-se: 
I0= I×10(Aexd1+Aemd2) [4.8] 
onde Aex e Aem são as absorvâncias, por unidade de percurso óptico, ao CO de excitação e ao CO 
de emissão, respectivamente. Assumindo d1 = d2 = ½ l = b´, a intensidade de fluorescência corrigida 
relativamente ao EFI (I0) é obtida através da seguinte expressão (Ohno, 2002): 
I0= ID×10b´(Aex+Aem) [4.9] 
onde b´ é o percurso óptico assumido para os feixes de emissão e de excitação (normalmente é 0,5, 
dado que as células de fluorescência geralmente utilizadas têm as dimensões de 1x1 cm). 
4.2. MÉTODOS 
4.2.1. Reagentes e Soluções 
Para a preparação das soluções foi utilizada água desionizada, sistema Mili-Q Plus 185. Todas as 
soluções de compostos modelo contendo triptofano e ácido salicílico e de AH foram preparadas em 
tampão fosfato. 
Tampão fosfato 
Os reagentes KH2PO4 e Na2HPO4, de qualidade analítica, utilizados para a preparação do tampão 
fosfato (0,05 molL-1; pH 7) foram previamente secos em estufa a 110ºC, durante pelo menos 2 
horas. Depois de secos, foram deixados a arrefecer e mantidos no exsicador. Para cada 1000 mL 
de solução, foram dissolvidos 3,402 g de KH2PO4 e 3,549 g de Na2HPO4. 
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Analitos 
Foram preparadas várias concentrações de ácidos fúlvicos e húmicos sedimentares, extraídos 
conforme se descreveu anteriormente. Também foram utilizados AH comerciais (Fluka), cujo estado 
de pureza não era tão bom como o das substâncias húmicas sedimentares. 
Como analitos padrão para o estudo do efeito de filtro interno e sua correcção, foram utilizados 
ácido salicílico e L-triptofano, sendo ambos de qualidade analítica. O L-triptofano foi mantido em 
ambiente refrigerado (5ºC) e ao abrigo da luz para não se degradar. 
4.2.2. Condições Instrumentais 
4.2.2.1. Correcção da Excitação 
A emissão típica de uma lâmpada de xenon de 450 W, em função do CO, é caracterizada por uma 
banda larga a que se sobrepõem alguns picos estreitos nas regiões do visível e próximas do infra-
vermelho. Abaixo dos 300 nm, a intensidade da luz emitida diminui drasticamente (De Rose, 2007). 
Por outro lado, o monocromador de excitação também pode ser fonte de alterações no sinal 
consoante o CO, quer por variação na sua eficiência de difracção, quer por supostas anomalias nos 
seus componentes (De Rose, 2007). 
Porém, para que o espectro seja uma assinatura fidedigna do analito em análise, pretende-se que a 
intensidade do feixe de excitação que chega ao compartimento da amostra seja independente do 
CO. Assim, para corrigir estes efeitos, bem como minimizar qualquer variação temporal, causada 
por flutuações na intensidade da corrente eléctrica, o espectrofluorímetro Jasco, onde foram 
efectuados todos os espectros de fluorescência apresentados neste capítulo e no seguinte, relativo 
à caracterização das SH sedimentares, utiliza um percurso óptico de referência, por onde é 
encaminhada parte do feixe de excitação, de forma a monitorizar as variações devidas à lâmpada 
(Jasco, 1990a). Essa porção do feixe é direccionada para um detector de referência, associado a 
um contandor quântico de rodamina B, cuja fluorescência é independente do CO no intervalo de 220 
nm a 600 nm. Qualquer alteração na intensidade do feixe de excitação é utilizada em tempo real 
para corrigir automaticamente as leituras da intensidade de fluorescência da amostra (Jasco, 
1990a). 
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4.2.2.2. Correcção da Emissão 
Os espectros de fluorescência também podem sofrer distorções devidas a variações da 
sensibilidade do detector de emissão com o CO. Essas flutuações podem ser minimizadas através 
da obtenção de factores de correcção pelos quais são multiplicados os espectros de fluorescência. 
Os factores de correcção foram obtidos pelo varrimento dos monocromadores de excitação e de 
emissão em simultâneo, com uma placa difusora de MgO colocada no compartimento da amostra e 
um atenuador do feixe luminoso, colocado entre o compartimento da amostra e o detector. Os 
parâmetros de varrimento seleccionados tiveram em atenção os seguintes requisitos (Jasco, 
1990a;b): 
• A largura da fenda de emissão deve ser ligeiramente superior à de excitação; 
• O intervalo de aquisição dos dados deve ser igual ao aplicado para a obtenção dos 
espectros das amostras em estudo; 
• A gama dos comprimentos de onda de excitação deve ser superior à dos espectros das 
amostras estudadas. 
Desta forma, as flutuações na intensidade do sinal, ocorridas ao longo deste estudo, foram 
monitorizadas através da obtenção de espectros diários para o cálculo dos factores de correcção da 
emissão. 
4.2.2.3. Obtenção dos Espectros das Soluções em Estudo 
Os espectros de fluorescência foram medidos num espectrofluorímetro JASCO (Tóquio, Japão), 
modelo FP-770, que possui uma lâmpada de xenon como fonte de excitação. Para cada solução 
analisada, foram varridas pelo menos duas réplicas diárias idênticas de espectros síncronos, com 
um intervalo entre os comprimentos de onda de excitação e os de emissão (∆λ) de 60 nm e com os 
parâmetros instrumentais descritos na tabela 4.1. 
Aos espectros de fluorescência das amostras subtraiu-se a média de dois a três brancos, obtidos 
através de varrimentos efectuados sobre a solução do tampão fosfato (0,05 molL-1; pH 7). Os 
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varrimentos sobre os brancos foram efectuados antes e depois dos varrimentos sobre as soluções 
das amostras em estudo, nas mesmas condições em que estas foram efectuadas. 
Tabela 4.1 
Parâmetros instrumentais definidos para o varrimento dos espectros síncronos (∆λ= 60 nm) das soluções de 
compostos modelo contendo triptofano e ácido salicílico e das substâncias húmicas estudadas. 
Intervalo de comprimentos de onda de excitação: 250-550 nm 
Velocidade de varrimento 200 nm/min 
Intervalo de dados: 1 nm 
Largura das fendas de excitação e de emissão: 10 nm 
Voltagem do fotomultiplicador: baixa a média 
Sensibilidade: 10 nm 
Resposta:  2 seg. 
Para obtenção dos valores de absorção utilizados na CEFI dos espectros de fluorescência das 
diferentes amostras em estudo traçaram-se espectros de absorção num espectrofotómetro de UV-
Visível Shimadzu (Düsseldorf, Kent, Alemanha), modelo UV 2101 PC, de duplo feixe, contra água 
desionizada, sistema Mili-Q Plus 185. Desta forma, a absorvância devida ao tampão também é tida 
em consideração na correcção dos efeitos de filtro. Os parâmetros intrumentais encontram-se 
descritos na tabela 4.2. 
Tabela 4.2 
Parâmetros instrumentais definidos para o varrimento dos espectros UV-Vis das soluções de compostos 
modelo contendo triptofano e ácido salicílico e das substâncias húmicas estudadas. 
Intervalo de comprimentos de onda de excitação: 200-700 nm 
Velocidade de varrimento média 
Intervalo de dados: 1 nm 
Largura das fendas: 1,0 nm 
Voltagem do fotomultiplicador: média 
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.3.1. Efeito da Concentração nos Espectros das Substâncias Húmicas Sedimentares 
Para determinar a concentração a partir da qual o efeito de filtro interno se torna notório nas 
substâncias húmicas sedimentares, efectuaram-se varrimentos síncronos sobre soluções com 
diferentes concentrações de amostra, compreendidas entre 5 e 50 mg/L. Nas figuras 4.2 e 4.3 
apresentam-se os valores das intensidades de fluorescência aos comprimentos de onda de 
excitação de 340 nm e 454 nm, retirados dos espectros síncronos (∆λ= 60 nm), em função da 
concentração de SH sedimentares. 
A escolha destes comprimentos de onda deve-se ao facto de estes representarem as bandas de 
intensidade máxima, detectadas nos espectros dos AF e dos AH, respectivamente. Como 
pressuposto, considerou-se que o efeito de filtro era notório a partir do ponto cuja inclusão na 
regressão linear conjuntamente com os pontos anteriores, conduzia a uma diminuição do coeficiente 
de determinação (r2) para um valor inferior a 0,9950. 
Pela análise destes gráficos, verifica-se que a intensidade de fluorescência varia linearmente com a 
concentração até que esta atinja valores próximos de 10 mg/L e 20 mg/L nos AH e AF, 
respectivamente. 
Também foi estudada a linearidade a 280 nm não tendo sido verificada, nem mesmo em 
concentrações inferiores a 9 mg/L (figura 4.4). Além disso, verifica-se que os efeitos de filtro não se 
fazem sentir do mesmo modo em todas as amostras, pelo que é conveniente corrigi-los para 
posteriores comparações dos espectros das mesmas. 
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Figura 4.2: Intensidades de fluorescência a λexc=350 nm versus concentração de ácidos fúlvicos 
sedimentares, com as rectas de ajustamento linear até ao último ponto onde se considera 
que ocorre linearidade (r2 > 0,9950). Na designação dos AF, 1 representa os sedimentos 
colonizados e 3 os não colonizados, as letras A, E e J representam as camadas superficial, 
intermédia e profunda, respectivamente. Para as rectas de regressão linear 
representadas consideraram-se os pontos sucessivos cuja inclusão permita a 
obtenção de um coeficiente de determinação (r2) superior ou igual a 0,9950. 
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Figura 4.3: Intensidades de fluorescência λexc=454 nm versus concentração de ácidos húmicos 
sedimentares, com as rectas de ajustamento linear até ao último ponto onde se considera 
que ocorre linearidade (r2 > 0,9950). Na designação dos AH, 1 representa os sedimentos 
colonizados e 3 os não colonizados, as letras A, E e J representam as camadas superficial, 
intermédia e profunda, respectivamente. Para as rectas de regressão linear 
representadas consideraram-se os pontos sucessivos cuja inclusão permita a 
obtenção de um coeficiente de determinação (r2) superior ou igual a 0,9950. 
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Figura 4.4: Intensidades de fluorescência a λexc=280 nm versus concentração de ácidos fúlvicos e 
húmicos sedimentares. Na designação dos AF e AH, 1 representa os sedimentos 
colonizados e 3 os não colonizados, as letras A e E representam as camadas superficial e 
intermédiaj, respectivamente. 
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A banda de intensidade máxima de fluorescência a 280 nm de excitação foi detectada em algumas 
amostras de SH sedimentares estudadas e tem sido detectada em diversos estudos de 
caracterização de MO por fluorescência molecular (Timperman et al., 1995; Mathews et al., 1996; 
Coble et al., 1998; Baker & Genty 1999; Mayer et al., 1999; Reynolds, 2003; Burdige et al., 2004). 
De acordo com esses estudos, o seu aparecimento é indicativo da presença do aminoácido 
triptofano que é um aminoácido essencial, de origem vegetal, presente em quantidades 
significativas tanto em ambientes aquáticos como terrestres (Gaye-Seye & Aaaron, 1999; Wu & 
Tanoue, 2002; Reynolds, 2003). Este facto, aliado às suas propriedades como um ligando para o 
cobre (Shen et al., 2005; Wu & Tanoue, 2001), cuja consideração poderá ser importante em estudos 
de mobilização deste metal, levou a que se pretendesse efectuar estudos fluorimétricos nesta gama 
de CO. 
Os resultados aqui apresentados mostram que o EFI é mais acentuado aos comprimentos de onda 
inferiores a 300 nm o que, de acordo com muitos autores, pode provocar distorções nos espectros 
de fluorescência (Yappert & Ingle, 1989; Tucker et al., 1992). Essas distorções variaram de amostra 
para amostra dependendo da absortividade das mesmas aos CO de interesse, pelo que a CEFI 
poderá ser importante na comparação entre amostras. 
Dado que o EFI se faz sentir na gama de CO abaixo dos 300 nm, onde se situa uma das bandas de 
interesse nos espectros das amostras de AH sedimentares, mesmo para concentrações da ordem 
de 10 mg/L, e a redução das concentrações para valores inferiores a este conduzia a intensidades 
de fluorescência baixas e mais ruído nos espectros, decidiu-se utilizar concentrações de 10 mg/L e 
fazer a correcção matemática dos efeitos de filtro interno. 
4.3.2. Estudo do Efeito de Filtro Interno e Sua Correcção em Soluções Modelo Contendo 
Triptofano e em Soluções de Ácidos Húmicos 
O EFI e a sua correcção foram estudados através de ensaios efectuados com soluções do 
aminoácido L-triptofano (Sigma-Aldrich), cujos espectros síncronos (∆λ = 60nm) se apresentam na 
figura 4.5. Nessa mesma figura são apresentados os espectros de várias concentrações de uma 
solução mista contendo este composto e ácido salicílico, na razão de 1:1. O ácido salicílico foi 
utilizado como um composto modelo que representasse a presença de cromóforos existentes em 
AF (Gamble et al., 1980; Vidal, 1995; Smith & Kramer, 1998). 
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Figura 4.5: Espectros de fluorescência síncrona de várias diluições de uma solução de L-triptofano (Trp) e de 
uma solução mista deste composto com ácido salicílico (Trp:AS = 1:1). A estes espectros não 
foi aplicada a CEFI. 
A estes espectros não foi efectuada qualquer correcção de EFI e, como se pode observar, nas 
soluções de triptofano, a concentrações superiores a 30 ppm as intensidades de fluorescência 
começam a decrescer. A acompanhar essa diminuição, ocorre um desvio batocrómico. Este 
fenómeno foi mencionado por Tucker et al. (1992) que atribuiu ao facto de o efeito de filtro interno 
primário ser mais pronunciado aos CO baixos. 
A presença de ácido salicílico torna o EFI mais notório. Para além do EFIP, que se verificava com 
as soluções do Trp isolado, verifica-se a ocorrência do efeito de filtro secundário provocado pela 
presença de ácido salicílico que absorve aos comprimentos de onda próximos dos emitidos pelo 
Trp. Neste caso porém, ocorre um desvio hipsocrómico. Este resultado vem demonstrar que, no 
presente trabalho, não se deve ignorar o EFIS na correcção dos espectros de fluorescência, tal 
como alguns autores propõem (Kubista et al., 1994, MacDonald et al., 1997). 
Como foi explicado anteriormente, pode-se ultrapassar o EFI de duas formas, diluindo a amostra ou 
corrigindo-o matematicamente, utilizando os valores de absorvância. A primeira forma apresenta os 
inconvenientes discutidos anteriormente, não se mostrando eficiente para a CEFI a CO baixos. 
Assim, procedeu-se à CEFI utilizando a correcção matemática proposta por Tucker et al. (1992) 
(equação 4.7). 
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Os limites da janela de interrogação, incorporados nos factores de correcção foram as dimensões 
da célula. Estas dimensões foram especificadas pelo fabricante do espectrofluorímetro como sendo 
coincidentes com as da janela de interrogação (Jasco, 1990a). 
Na figura 4.6 encontram-se representados espectros síncronos (∆λ=60 nm), corrigidos 
relativamente ao EFI, de várias diluições de uma solução mista de ácido salicílico e triptofano 1:1 e 
de uma solução de AH comerciais (Fluka). Na mesma figura encontram-se ainda representados os 
gráficos da intensidade de fluorescência a 284 nm de excitação em função da concentração. Como 
se pode observar, a aplicação da CEFI permitiu corrigir os espectros, obtendo-se relações lineares 
entre a intensidade de fluorescência e a concentração do analito, até concentrações da ordem dos 
30 mg/L. 
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Figura 4.6: Espectros de fluorescência síncrona (∆λ=60 nm) de várias diluições de uma solução mista de 
ácido salicílico e triptofano 1:1 (Trp+AS) e de uma solução de ácidos húmicos comerciais da 
Fluka (AH). Nas mesmas figuras encontram-se representados os respectivos gráficos da 
intensidade de fluorescência a 284 nm de excitação, com e sem correcção do efeito de filtro 
interno (CEFI), em função da concentração Trp+AS e de AH, respectivamente. 
A mesma CEFI foi aplicada para corrigir os espectros síncronos de fluorescência molecular (∆λ = 
60 nm) das SH sedimentares em estudo (figura 4.7). Para esta análise, foram seleccionados 
espectros que continham a banda do triptofano e outros sem essa banda. Pela análise comparativa 
dos espectros com e sem CEFI, verifica-se que diferentes amostras têm diferentes distorções 
espectrais. Quando se faz a CEFI, a banda do Trp, em H1A torna-se mais evidente. No outro tipo de 
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AH sedimentares, que não tem banda de intensidade máxima a 280+10 nm de excitação, é a banda 
a 340+10 nm que se torna mais intensa após a aplicação do CEFI. 
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Figura 4.7: Espectros de fluorescência síncronos (∆λ = 60 nm) de dois tipos de de ácidos húmicos 
sedimentares (1A e 1J), 40 mg/L, com e sem CEFI. 
Antunes & Esteves da Silva (2005) analisaram SH de diferentes origens e afirmaram que o EFI não 
provocou distorções mensuráveis nos seus espectros. No entanto, estes resultados evidenciam que 
o EFI pode actuar de forma diferente, consoante o tipo de amostra. Esta diferenciação deve-se à 
variação nos valores das absortividades, consoante o tipo de SH (figuras 4.2 a 4.4). Assim se 
demonstra que a utilização de concentrações elevadas em estudos fluorimétricos, em que se 
comparam SH de diferentes naturezas não está correcta. 
Uma vez que o método de correcção matemática utilizada para Ohno (2002) (equação 4.9) é mais 
simples que o de Tucker et al. (1992), testou-se a sua aplicabilidade nas amostras de AH 
sedimentares. Conforme se pode verificar na figura 4.8 estas duas formas de CEFI permitem obter 
espectros idênticos a 10 mg/L, concentração utilizada na caracterização das diferentes amostras de 
SH em estudo. Assim, optou-se pela fórmula mais simples para a correcção dos espectros de 
fluorescência dos AH sedimentares apresentados no capítulo seguinte, referente à sua 
caracterização. 
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Figura 4.8: Espectro de fluorescência síncrono (∆λ=60 nm) de ácidos húmicos sedimentares, 10 mg/L, sem 
correcção do efeito de filtro interno (CEFI) e com essa correcção, de acordo com as duas 
fórmulas ensaiadas, equação 4.9 utilizada por Ohno (2002) e equação 4.7, utilizada por Tucker 
et al. (1992). 
Na figura 4.9 representam-se os gráficos da intensidade de fluorescência em função da 
concentração das SH sedimentares para os espectros corrigidos utilizando o método de Ohno 
(2002). A título de exemplo, utilizaram-se os valores dos espectros dos AH e fúvicos extraídos da 
camada superficial de um local com plantas (1A). Como se pode observar, após a CEFI a relação 
de linearidade entre a concentração e a intensidade de fluorescência melhora consideravelmente. 
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Figuras 4.9: Intensidades de fluorescência versus concentração de ácidos fúlvicos e húmicos dos 
sedimentos superficiais de um local com plantas (1A). 
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V. 
CARACTERIZAÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
SEDIMENTARES 
5.1. INTRODUÇÃO 
Na análise das substâncias húmicas têm sido utilizados diversos métodos de caracterização, 
dependendo do objectivo que se pretende atingir nos estudos. Destes métodos destacam-se a 
análise elementar, os estudos espectroscópicos (UV-Visível, fluorescência molecular, absorção no 
infravermelho e RMN) e a termogravimetria, utilizados no presente estudo. 
A análise elementar é essencial para o estudo da geoquímica das SH. De acordo com Huffman & 
Stuber (1985), a análise elementar de compostos orgânicos normalmente envolve os seguintes 
passos: 
• A combustão da amostra pesada; 
• A separação do produto pretendido de potenciais interferentes; 
• A conversão do elemento para uma forma analisável; 
• A medição final. 
Os elementos normalmente analisados são o carbono (C), o azoto (N), o hidrogénio (H), o oxigénio 
(O) e o enxofre (S), constituintes estruturais da MO. As razões atómicas H/C, O/C e N/C, ou os seus 
inversos, são utilizados muitas vezes por facilitarem a interpretação dos resultados obtidos por 
análise elementar das substâncias húmicas. 
A razão H/C tem sido utilizada como um parâmetro indicador do grau de saturação (Abbt-Braun et 
al., 2004), diminuindo com o aumento do conteúdo aromático e com o aumento de ligações 
múltiplas em cadeias alifáticas. Relativamente, à razão O/C esta é indicadora do grau de oxidação 
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das SH e da presença de grupos funcionais contendo oxigénio (Abbt-Braun et al., 2004). A razão 
C/N é utilizada em pedologia como um parâmetro indicador do grau de humificação (Filip et al., 
1988). 
O teor em humidade e o conteúdo de cinzas nas amostras de SH podem ser determinados por 
termogravimetria, através de um programa que inclua um patamar temperatura suficientemente 
elevada para provocar a evaporação da água sem promover alterações estruturais e um patamar de 
temperatura que permita a mineralização térmica total da substância analizada (Huffman & Stuber, 
1985; Esteves & Duarte, 1999). A termogravimetria é uma técnica analítica através da qual uma 
substância em análise é sujeita a um aquecimento, em atmosfera controlada, de acordo com um 
programa pré-definido onde a temperatura aumenta gradualmente, podendo ocorrer momentos de 
temperatura constante. Simultaneamente, a massa da substância é continuamente medida em 
função do tempo e da temperatura (Skoog et al., 1998). 
Para além da determinação de humidade e cinzas, a termogravimetria também permite estudar a 
estabilidade térmica de uma substância e das fracções que a compõem, através da análise da curva 
de decomposição térmica (Skoog et al., 1998, Esteves & Duarte, 1999; Kapler et al., 2001; Pietro & 
Paola, 2004). Com tal informação é possível deduzir aspectos estruturais e composicionais da 
substância em estudo (Peuravuori et al., 1999; Martyniuk et al., 2001; Otero et al., 2002). Quanto 
mais alta fôr a temperatura em que a perda de massa ocorre, mais resistente e estruturalmente 
organizada é a fracção da substância sujeita à degradação térmica (Schnitzer & Hoffman, 1965; 
Ioselis et al., 1985; Otero et al., 2002). Por outro lado, a presença de certos elementos no seio 
dessa substância, pode alterar o seu comportamento térmico (Martyniuk et al., 2001). 
Devido a estes aspectos, a termogravimetria tem sido amplamente utlizada em diversos estudos de 
caracterização de SH. Entre esses estudos podem referir-se a investigação das suas variações 
estruturais em função da sua natureza (AH, AF, fracção XAD4, etc.) e do ambiente onde são 
formadas e transformadas (Ioselis et al., 1985; Esteves & Duarte, 1999; Peuravuori et al., 1999; 
Gayer et al., 2000; Dell’Abate et al., 2002), a avaliação dos melhores métodos de extracção, 
fraccionamento e purificação das SH de diferentes compartimentos ambientais (Campanella et al., 
1990; Peuravuori et al., 1999) e a avaliação da sua composição e estrutura no decorrer de 
processos de degradação e humificação da MO (Ranalli et al., 2001; Pietro & Paola, 2004). 
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Os resultados obtidos na análise elementar e na análise termogravimétrica podem, normalmente, 
fornecer informação complementar à das técnicas espectroscópicas de caracterização. 
Relativamente à absorção no UV-Visível, como o nome indica, esta técnica recorre à capacidade 
que as substâncias têm de absorver energia radiante da zona do ultravioleta e visível de acordo 
com as estruturas que a compõem. A região de CO normalmente utilizada em estudos de SH 
compreende o intervalo dos 200 a 700 nm. Nesta gama a absorção da radiação é essencialmente 
devida à excitação dos electrões nas orbitais moleculares n e π, particularmente em sistemas π-
conjugados (Williams & Fleming, 1989), com as consequentes transições n→π* e π→π* (Langhals 
et al., 2000). Desta forma, essa absorção de radiação pode ser frequentemente atribuída a um 
segmento específico de grupos funcionais dentro da molécula. Exemplos de cromóforos comuns 
são os grupos funcionais contendo ligações duplas e/ou electrões não ligantes, nomeadamente 
grupos funcionais como o grupo carbonilo, outros grupos funcionais contendo átomos de enxofre, de 
azoto ou de oxigénio e ligações múltiplas carbono-carbono conjugadas (MacCarthy & Rice, 1985). 
Em soluções aquosas os espectros de UV/Vis apresentam geralmente bandas largas, devido às 
interacções moleculares que ocorrem entre o soluto e o solvente (Williams & Fleming, 1989). Por 
outro lado, os espectros das SH, uma vez que resultam de sobreposições na absorção de vários 
cromóforos, não possuem normalmente bandas individualizadas, caracterizando-se pelo aumento 
das absortividades à medida que se caminha para menores comprimentos de onda (MacCarthy & 
Rice, 1985). Como resultado, pela análise directa dos espectros de UV/Vis de SH torna-se difícil 
retirar informações acerca dos seus grupos funcionais. 
Apesar destas limitações, a espectroscopia no UV-Vis poderá fornecer informações úteis quando se 
consideram os valores de absortividades a comprimentos de onda específicos. A estimativa do grau 
de humificação e do peso molecular médio, através das razões entre as absortividades a 465 nm e 
a 665 nm (Stevenson, 1994; Peuravuori & Pihlaja, 1997; Naidja et al., 2002) ou entre as 
absortividades a 250 nm e 365 nm (De Haan, 1983; Peuravuori & Pihalaja, 1997), e do grau em 
aromaticidade, através da absortividade a 280 nm (Chin et al., 1994), têm sido exemplos de 
aplicação desta técnica. Para além disso, esta técnica também tem sido utilizada para a 
determinação da concentração de SH aquáticas dissolvidas, através da lei de Beer-Lambert 
(Langhals et al., 2000), uma vez que constituem em muitas águas naturais, a maior fracção de 
compostos que absorvem radiação no intervalo de comprimentos de onda de 800-200 nm (Stewart 
& Wetzel, 1981). 
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Comparativamente com o UV/Vis, a espectroscopia de fluorescência molecular tem sido apontada 
como uma técnica mais sensível para caracterizar MO natural de solos (Blaser et al., 1999) e águas 
naturais (Del Castillo et al., 1999). As entidades estruturais de uma molécula capazes de fluorescer 
(fluoróforos) são aquelas que contêm ligações duplas conjugadas ou anéis aromáticos. Tendo como 
base o conhecimento dos grupos fluoróforos existentes nas biomoléculas percursoras das SH, os 
espectros de fluorescência têm sido vastamente utilizados para distinguir a MO de diferentes fontes 
em sistemas aquáticos, associando determinados comprimentos de onda de excitação e de 
emissão a determinados tipos de material orgânico (Mopper & Shultz, 1993; Baker & Genty, 1999; 
Lombardi & Jardim, 1999; De Souza Sierra et al., 2000; Esteves & Duarte, 2001; McKnight et al. 
2001; Santos et al., 2001). 
A técnica de espectroscopia de absorção no infravermelho torna-se mais eficaz para a detecção de 
grupos funcionais, comparativamente com as anteriormente descritas. A absorção nesta gama de 
radiação deve-se às transições nos modos vibracionais e rotacionais das moléculas. Uma vez que 
os grupos funcionais existentes nas macromoléculas tendem a absorver radiação infravermelha a 
um número de onda constante, independentemente da restante estrutura da molécula (Smith, 
1996), esta técnica pode ser utilizada para a identificação destes grupos nas misturas de SH. 
Relativamente às técnicas espectroscópicas anteriores, a espectroscopia de RMN de 13C é uma 
ferramenta de caracterização que fornece informação mais detalhada acerca do conteúdo funcional 
das SH podendo, até certo ponto, ser utilizada para fins quantitativos. Essa informação adicional 
deve-se ao facto de possibilitar uma distinção dos átomos de carbono em diferentes ambientes 
químicos (Wershaw, 1985; Santos, 1994). A técnica de polarização cruzada com rotação no ângulo 
mágico, CPMAS (do inglês “Cross Polarization Magic Angle Spinning”), permite tirar partido da 
transferência da magnetização dos protões para os átomos de carbono aumentanto o sinal destes 
últimos, ao mesmo tempo que evita o alargamento dos sinais de RMN devido a interacções 
anisotrópicas (Santos, 1994).  
No entanto, devido a uma série de factores, a técnica RMN 13C CPMAS aplicada à análise de SH 
possui um carácter semi-quantitativo (Ussiri & Jonhson, 2003). Um dos factores que afecta a 
quantificação das diferentes unidades estruturais nos espectros RMN 13C CPMAS das SH prende-
se com as variações nos tempos de magnetização dos carbonos nos diferentes grupos funcionais 
(Ussiri & Jonhson, 2003). Carbonos com tempos de polarização cruzada demasiado longos porque 
estão afastados dos protões (por exemplo em estruturas aromáticas condensadas), ou que tenham 
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na sua vizinhança protões com tempos de relaxação demasiado curtos podem não ser observados. 
Wilson (1987), citado por Ussiri & Jonhson (2003), descobriu que o carbono detectado através das 
análises de RMN apenas representa 30-62% do carbono em diversos AH e fúlvicos. De um modo 
geral, a técnica de CPMAS conduz a uma intensificação dos carbonos alifáticos relativamente aos 
aromáticos (Rocha et al., 1993, Santos, 1994). A presença de elementos paramagnéticos, tais como 
o ferro ou o manganês, em determinados constituintes estruturais, pode encurtar os tempos de 
relaxação dos protões e diminuir os sinais nos espectros de RMN 13C, embora seja improvável que 
baixos conteúdos de cinzas, de Fe, Mn, e de radicais livres possam ter esse tipo de efeitos (Santos, 
1994). Apesar destas limitações, vários autores têm utilizado esta técnica para comparar diferentes 
tipos de amostras de SH (Jokić et al., 1994; Santos, 1994; Ussiri & Jonhson, 2003; Adani et al., 
2006). 
5.2. MÉTODOS 
5.2.1. Análise Elementar 
As amostras de SH foram sujeitas à análise elementar, através de um analisador LECO CHNS-932, 
para determinação dos conteúdos em carbono, hidrogénio, azoto e enxofre. O conteúdo em 
oxigénio foi obtido por diferença, através da seguinte expressão: 
O = 100% - (%C + %N + %H + %S) [5.1] 
Para o cálculo da composição elementar de cada amostra foram feitas as correcções respeitantes 
aos conteúdos de humidade e cinzas, determinados por termogravimetria, através das equações 5.4 
e 5.5, apresentadas no sub-capítulo 5.2.2. Aos resultados obtidos na análise elementar aplicaram-
se as equações 5.2 para a determinação do teor em hidrogénio e 5.3 para determinação dos 
restantes elementos: 
%corrigida = (%determinada - %humidade x 0,1119) / [100 – (%humidade + %cinzas)] [5.2] 
%corrigida = %determinada / [100 – (%humidade + %cinzas)] [5.3] 
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5.2.2. Termogravimetria 
As análises termogravimétricas foram efectuadas numa termobalança da marca Shimadzu TGA-50, 
ligada a um computador através de uma interface TA-50 WSI, para a obtenção dos termogramas. 
Depois de assegurar a estabilidade da balança, cerca de 2 mg de cada amostra de AH foram 
introduzidos numa cápsula de platina, que ficou pendurada no braço da balança no interior do forno 
do equipamento. Posteriormente, deixou-se a balança a reequilibrar durante 20 segundos, 
programou-se o computador para accionar a combustão e iniciar o programa de temperaturas 
dentro de 1 minuto e sujeitou-se o interior do forno a um fluxo contínuo de ar K, com 20 ml/min de 
caudal, para manter uma atmosfera oxidante. 
Partindo da temperatura ambiente (22±1ºC), cada amostra foi submetida a temperaturas 
crescentes, ficando em condições isotérmicas a 60ºC, 100ºC e 750ºC, de acordo com um programa 
de temperaturas previamente definido, (tabela 5.1). Este programa de temperaturas foi utilizado no 
mesmo equipamento, para análise comparativa de substâncias húmicas aquáticas de diferentes 
origens (Esteves & Duarte, 1999). 
Tabela 5.1 
Programa de temperaturas definido para análise termogravimétrica das substâncias húmicas sedimentares. 
Aumento da temperatura  
(ºC/min) 
Patamar de temperatura 
(ºC) 
Tempo de permanência 
(min) 
10,0 60,0 60,0 
10,0 100,0 60,0 
10,0 750,0 30,0 
Antes de qualquer ensaio com uma amostra de SH, realizou-se um ensaio em branco onde se 
submetia a cápsula de pesagem vazia ao mesmo programa de temperaturas, mantendo o mesmo 
caudal de ar K no interior do forno. Em cada caso, o branco foi utilizado para corrigir o registo de 
variação de massa correspondente a cada amostra. 
Os teores em humidade e cinzas das amostras de AH foram determinados, em cada ensaio, de 
acordo com as seguintes expressões: 
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%humidade = [(mi – mf)/mi] x 100 [5.4] 
%cinzas = (mf/mi) x 100 [5.5] 
Em que mi corresponde à massa inicial de AH e mf corresponde à massa de AH restante no final 
das condições isotérmicas consideradas. No caso da humidade a mf foi a massa registada no fim de 
60 minutos no patamar de 60ºC. Esta temperatura foi escolhida para evitar uma sobrestimação 
devida a alguma degradação da MO que possa ocorrer a temperaturas superiores (Huffman & 
Stuber, 1985). Na determinação do teor em cinzas foi considerada a mf registada no fim de 30 
minutos em condições isotérmicas a 750ºC, temperatura na qual se pode considerar que toda a MO 
ficou degradada (Esteves & Duarte, 1999). Para assegurar a reprodutibilidade, efectuaram-se 2 a 3 
réplicas de ensaios para cada amostra de AH, sob as mesmas condições experimentais.  
Para além da determinação dos teores em humidade e cinzas nas amostras dos AHS, no presente 
estudo recorreu-se à termogravimetria também para a obtenção de informação que permita 
complementar a análise comparativa sobre a composição e estrutura das mesmas substâncias, 
obtida através das diferentes técnicas espectroscópicas utilizadas. Essa informação foi obtida 
através da análise das curvas que traduzem a perda de massa do material analisado em função da 
temperatura, isto é, dos termogramas (TGA) e das respectivas curvas derivativas (DTGA) que, 
traduzindo a quantidade de matéria perdida por unidade de tempo, permitem visualizar picos de 
degradação térmica. 
Para cada ensaio, as curvas TGA e DTGA foram normalizadas relativamente ao valor da massa 
inicial da amostra analisada. As curvas TGA e DTGA apresentadas no presente trabalho, para cada 
amostra de AH, correspondem à média das curvas normalizadas de 2 a 3 réplicas de ensaios. 
5.2.3. Determinação do Conteúdo em Metais 
Foi determinado o conteúdo em metais de amostras representativas de AH sedimentares extraídos 
da camada de sedimentos com maior biomassa vegetal dos diferentes povoamentos recentes 
(camadas 1A e 2A), sedimentos com maior biomassa vegetal de um povoamento antigo, situado 
nas camadas intermédias de sedimento (camada 2E), sedimentos profundos de um local com 
plantas (2J) e iguais profundidades dos sedimentos sem plantas (camadas 3A, 3E, e 3J, 
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respectivamente). Os metais analisados foram o cobre e outros metais abundantes em meios 
sedimentares, nomeadamente o alumínio, o manganês e o ferro. 
O conteúdo em metais foi determinado por Espectrofotometria de Emissão Atómica com Plasma 
Induzido (ICP-AES). Esta técnica permite uma análise rápida e simultânea de todos os elementos 
metálicos. Foram efectuadas análises de Cu, Fe, Mn e Al às amostras de AHS. O método de 
Referência utilizado foi o recomendado pela “United States Environmental Protection Agency” 
(USEPA) para a determinação de emissões de metais de fontes estacionárias – Método 29 
(USEPA, 1999). 
Uma vez que as amostras de SH tinham sido purificadas após a extracção, esperava-se que 
contivessem pouco resíduo mineral. Assim, para a sua preparação optou-se por efectuar uma 
digestão ácida apenas com aqua regia. Em tubos de ensaio de vidro contendo 3 mg de AH, 
juntaram-se 3 ml de HCl concentrado e 1 ml de HNO3 concentrado. Taparam-se os tubos com 
esferas de vidro e deixou-se repousar, a frio, durante aproximadamente 1 hora. Seguidamente, 
colocaram-se os tubos a digerir num banho de areia, à temperatura de 80+5 ºC. Depois de 
arrefecer, o conteúdo dos tubos foi qualitativamente transferido para balões volumétricos de 20 ml e 
perfez-se o volume com água desionizada (sistema Mili-Q Plus 185). 
Para avaliar a qualidade do método de preparação das amostras e detectar alguma eventual 
contaminação, efectuaram-se ensaios com brancos de água régia sujeitos à mesma temperatura e 
estudos de recuperação com soluções de AH onde foram adicionadas quantidades conhecidas de 
iões metálicos, sujeitas à digestão com aqua regia e preparadas de igual forma que as amostras 
analisadas. Para a adição dos iões metálicos utilizaram-se soluções padrão para a absorção 
atómica. 
5.2.4. Espectroscopia no UV-Visível 
Para os estudos de absorção UV-Visível prepararam-se soluções das SH com várias concentrações 
(entre 5 e 20 mg/L) em tampão fosfato (0,05 molL-1; pH 7) preparado conforme explicado no sub-
capítulo 4.2.1. As várias concentrações de SH foram preparadas a partir de soluções mãe com 40 
mg/L de concentração. 
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Os espectros de absorvância foram medidos num espectrofotómetro de UV-Visível Shimadzu 
(Düsseldorf, Kent, Alemanha), modelo UV 2101 PC, de duplo feixe, com varrimentos efectuados na 
gama de valores de comprimentos de onda situados entre os 700 nm e os 200 nm. A linha de base 
dos espectros de UV-Visível foi traçada sobre o tampão fosfato. Para poder ser considerada na 
CEFI dos espectros de fluorescência das SH, a absorvância do tampão fosfato foi medida contra a 
água desionizado (sistema Mili-Q Plus 185). Para cada solução analisada por espectrometria de 
UV-Visível, foram varridas pelo menos duas réplicas diárias. 
Para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, os ensaios para cada amostra de SH foram 
efectuados em pelo menos dois dias diferentes, correspondendo os espectros finais apresentados à 
média dos diferentes ensaios.  
5.2.5. Espectroscopia de Fluorescência Molecular 
Para os estudos de fluorescência molecular utilizaram-se as mesmas soluções que foram 
preparadas para os varrimentos no UV-Visível. 
Os espectros de fluorescência foram medidos num espectrofluorímetro JASCO (Tóquio, Japão), 
modelo FP-770, que possui uma lâmpada de xenon como fonte de excitação. Para cada solução 
analisada, foram varridas pelo menos duas réplicas diárias de espectros síncronos, com um 
intervalo entre os comprimentos de onda de excitação e os de emissão (∆λ) de 60 nm e com os 
parâmetros instrumentais descritos na seguinte tabela. 
Tabela 5.2 
Parâmetros instrumentais definidos para o varrimento dos espectros síncronos (∆λ= 60 nm) das soluções de 
substâncias húmicas sedimentares estudadas. 
Intervalo de comprimentos de onda de excitação: 250-550 nm 
Velocidade de varrimento 200 nm/min 
Intervalo de dados: 1 nm 
Largura das fendas de excitação e de emissão: 10 nm 
Voltagem do fotomultiplicador: média 
Sensibilidade: 10 
Resposta:  2 seg. 
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Todos os espectros foram corrigidos para a excitação e para a emissão de acordo com os 
procedimentos descritos em 4.2.2. O efeito de filtro interno também foi corrigido através da equação 
4.9. Para além destas correcções instrumentais, todos os espectros de fluorescência foram 
corrigidos através da sua subtracção com a média de dois a três brancos, obtidos através de 
varrimentos efectuados sobre a solução do tampão fosfato (0,05 molL-1; pH 7). Os varrimentos 
sobre os brancos foram efectuados antes e depois dos varrimentos sobre as soluções das amostras 
em estudo, nas mesmas condições em que estas foram efectuadas. Para assegurar a 
reprodutibilidade dos resultados, os ensaios para cada amostra de SH foram efectuados em pelo 
menos dois dias diferentes, correspondendo os espectros finais apresentados à média dos 
diferentes ensaios. 
5.2.6. Espectroscopia no Infra-Vermelho 
Os espectros de infra-vermelho foram registados num espectrómetro de infravermelho com 
transformadas de Fourier, Magna 550, usando pastilhas de KBr (0,4/60mg). Acumularam-se 100 
interferogramas, com uma resolução de 4 cm-1. Para eliminar as interferências devidas ao CO2 e ao 
vapor de água, o compartimento da amostra foi purgado com azoto durante 15 minutos antes de se 
proceder aos varrimentos. 
Para a conversão dos espectros de feixe simples em absorvância, usou-se como referência o 
espectro traçado com o compartimento da amostra vazio, o qual foi registado antes do varrimento 
de cada amostra. Para que esses espectros fossem obtidos nas mesmas condições da obtenção 
dos espectros das amostras, a colocação do suporte com a amostra foi simulada antes do seu 
varrimento, e aplicou-se o mesmo procedimento de purga usado para as amostras. 
5.2.7. Espectroscopia de RMN de 13C no Estado Sólido 
Aproximadamente 100 mg de cada amostra em estudo foram finamente moídos e homogeneizados 
para serem introduzidos num rotor de óxido de zircónio de 4 mm. Os espectros foram traçados num 
espectrómetro de RMN Brucker MSL-400 a 100,61 MHz, através da técnica de polarização cruzada 
com rotação no ângulo mágico (CPMAS). A rotação no ângulo mágico foi à frequência de 7 KHz, o 
tempo de contacto foi de 1 ms e o tempo de repetição de 3 segundos. Os espectros finais 
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resultaram da integração de 2 400 a 10 900 varrimentos. Os desvios químicos são expressos em 
ppm, relativamente ao tetrametilsilano. 
Para a análise quantitativa dividiram-se os espectros em 6 regiões de desvio químico 
correspondentes às diferentes unidades estruturais em que se situam os carbonos responsáveis 
pelos sinais de 13C RMN. Para cada região, foi calculada a sua área relativamente à totalidade do 
espectro (0-210 ppm) e expressa em termos percentuais, obtendo-se a distribuição percentual dos 
carbonos pelos diferentes tipos de unidades estruturais. 
5.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.3.1. Análise Elementar 
Na tabela 5.3 apresentam-se os conteúdos elementares, em termos de massa (%), das diferentes 
amostras de SH sedimentares. Os valores obtidos para os AF não foram corrigidos relativamente 
aos teores em cinzas e humidade, os quais não foram determinados devido à reduzida quantidade 
de amostra. Porém, estes valores permitiram o cálculo das razões C/N e C/S, apresentadas na 
figura 5.1, as quais não são afectadas pelas correcções. Nessa mesma figura, apresentam-se as 
razões C/N, C/S, C/H e C/O para os AH sedimentares. 
Um dos aspectos mais relevantes dos resultados da análise elementar tem a ver com o facto de os 
AH das camadas superficial e intermédia dos locais vegetados apresentarem valores mais altos de 
%N e %H do que os AH das mesmas camadas do local sem plantas. Os resultados obtidos para a 
%N nos AH encontram-se em conformidade com o obtido para o azoto total nos sedimentos (figura 
3.5). 
De facto, as plantas são uma importante fonte directa ou indirecta de material biogénico, rico em 
azoto e hidrogénio, nomeadamente peptídeos e carbohidratos (Kördel et al., 1997; Claus et al., 
1999; Stevenson & Cole, 1999). Em diversos estudos tem-se vindo a observar que esse material 
pode ser retido nos sedimentos de sapais (Almendros et al., 1996; Tremblay & Benner, 2006; 
Caçador et al., 2007). Quer por encapsulamento, quer por ligações covalentes ou não-covalentes, 
os AH são uma fracção importante da matriz sedimentar que contribui para a retenção e 
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preservação destes biocompostos (Alberts et al., 1989; Zang et al., 2000; Piccolo et al., 2004; Hsu & 
Hatcher, 2006). 
Tabela 5.3 
Conteúdo elementar, % em termos de massa, das amostras de substâncias húmicas (SH), ácidos fúlvicos (F) 
e ácidos húmicos (H) das diferentes camadas (A-superficial; E-intermédia; J-profunda), de sedimentos de 
diferentes tipos de colonização vegetal (1-H. portulacoides; 2-A. fruticosum; 3-sem plantas). Valores médios 
de 2 a 3 réplicas em 2 ensaios (total de 5 a 6 réplicas). Entre parêntesis apresentam-se os desvios médios. 
SH C (%) N (%) S (%) H (%) O (%) 
F1A* 36,7 (0,4) 3,29 (0,12) 2,07 (0,04) * * 
F1E* 37,7 (1,1) 2,40 (0,09) 3,14 (0,31) * * 
F1J* 37,7 (0,3) 2,11 (0,09) 2,73 (0,13) * * 
F2A* 42,5 (1,0) 3,45 (0,06) 2,17 (0,07) * * 
F2E* 38,0 (0,6) 2,42 (0,08) 3,32 (0,28) * * 
F2J* 40,1 (0,5) 2,22 (0,02) 2,73 (0,12) * * 
F3A* 32,7 (0,4) 2,47 (0,05) 3,32 (0,17) * * 
F3E* 39,4 (0,3) 2,25 (0,11) 2,26 (0,12) * * 
F3J* 39,1 (1,2) 2,68 (0,05) 2,30 (0,07) * * 
H1A 57,8 (0,4) 7,57 (0,09) 1,95 (0,12) 4,88 (0,17) 27,8 (0,5) 
H1E 55,4 (1,8) 4,99 (0,14) 2,83 (0,04) 4,27 (0,18) 32,5 (1,7) 
H1J 55,6 (0,7) 3,42 (0,04) 1,29 (0,08) 3,20 (0,09) 36,5 (0,9) 
H2A 53,1 (0,3) 6,41 (0,03) 1,87 (0,01) 4,69 (0,09) 33,9 (0,4) 
H2E 52,3 (0,4) 5,18 (0,02) 2,46 (0,08) 4,12 (0,03) 36,0 (0,4) 
H2J 58,6 (0,1) 2,67 (0,05) 1,17 (0,05) 2,99 (0,01) 34,5 (0,1) 
H3A 54,6 (0,9) 5,20 (0,03) 2,33 (0,01) 4,28 (0,32) 33,6 (0,6) 
H3E 54,3 (0,3) 3,54 (0,06) 1,97 (0,05) 3,62 (0,11) 36,6 (0,5) 
H3J 53,7 (0,1) 3,19 (0,05) 1,85 (0,06) 2,89 (0,02) 38,3 (0,1) 
* Aos resultados destas amostras não foram descontados os teores em cinzas e humidade. 
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Figura 5.1: Razões atómicas C/N, C/S, C/H e C/O das amostras de ácidos húmicos (AH) e fúlvicos (AF), das 
diferentes camadas (A-superficial; E-intermédia; J-profunda), de sedimentos de diferentes tipos 
de colonização vegetal (1-H. portulacoides; 2-A. fruticosum; 3-sem plantas). Valores médios de 
2 a 3 réplicas em 2 ensaios (total de 5 a 6 réplicas) e respectivos desvio médios. 
A incorporação de material biogénico rico em azoto nas SH dos sedimentos com material vegetal é 
mais evidente quando se analisa a razão atómica C/N (figura 5.1). Tal como já foi referido, este 
parâmetro é considerado um indicador do grau de humificação, aumentando com o aumento deste 
(Filip et al., 1988; Costa, 1991; Stevenson & Cole, 1999). Os valores de C/N variam entre 13,0 e 
21,0 nos AF. Nos AH das camadas superficiais e intermédias dos locais vegetados (1A, 2A, 1E e 
2E) e superficial dos sedimentos sem plantas (3A), adiante designados por AH tipo I, os valores 
variam entre 8,90 e 13,0. Nos restantes AH (extraídos das camadas 1J, 2J, 3E e 3J), adiante 
designados por AH tipo II, variam entre 17,9 e 25,6. 
Estes valores são inferiores aos apresentados por Claus et al. (1999) para SH aquáticas de 
diferentes origens. De acordo com Thurman (1985) as SH aquáticas geralmente possuem menos 
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azoto que as dos solos e dos sedimentos aquáticos. Para além de o azoto orgânico sofrer uma 
mineralização mais rápida quando está dissolvido na coluna de água, também ocorre uma 
acumulação de azoto nos solos e nos sedimentos aquáticos através de diversos mecanismos, dos 
quais se destacam a adsorção da MO mais rica em azoto nos minerais de argila e/ou noutra MO em 
suspensão e a precipitação da MO rica em azoto, com consequente transferência da fase aquosa 
para a sólida (Thurman, 1985). No caso de sedimentos de sapais estuarinos, a queda e 
decomposição de detritos vegetais e o desenvolvimento microbiano associado surgem como uma 
fonte adicional de N orgânico (Tremblay & Benner, 2006; Caçador et al., 2007). 
De facto, os valores da razão C/N apresentados na figura 5.1 aproximam-se mais aos descritos para 
o mesmo tipo de substâncias extraídas de sedimentos marinhos ou lagunares (Ertel & Edges, 1983; 
Steelink, 1985; Sardessai & Wahidullah, 1998) de sapais (Filip et al., 1988; Santín et al., 2008; 2009) 
ou de alguns tipos de solos (Ertel & Edges, 1983; Senesi et al., 1989; Traina et al., 1990; Fujitake et 
al., 1999). Filip et al. (1988) encontraram ainda valores de C/N de AH extraídos de tecidos da parte 
aérea da planta de sapal  S. alterniflora semelhantes ao dos AH do tipo I do presente estudo (7,9 e 
14,4 para tecidos vivos e mortos, respectivamente). 
Relativamente aos sedimentos em estudo, verifica-se ainda que os valores da razão C/N nos AH 
aumentam com a profundidade. Essa tendência tem sido observada por outros autores em AH 
extraídos de sedimentos lagunares e estuarinos (Steelink, 1985; Kapler et al., 2001; Calace et al., 
2006) e pode indicar uma diminuição no conteúdo proteico com o aumento do grau de humificação 
(Claus et al., 1999; Kapler et al., 2001). Tal como observado para a razão C/N, a razão C/H também 
aumenta com a profundidade, evidenciando um aumento do grau de aromaticidade e um aumento 
do grau de substituição das cadeias como resultado do processo de humificação (Steelink, 1985; 
Stevenson & Cole, 1999; Abbt-Braun et al., 2004). 
No caso dos AF, a tendência crescente da razão C/N com a profundidade só é visível nos locais 
colonizados. No local sem plantas ocorre um decréscimo entre as camadas de sedimentos 
intermédia e profunda devido a um aumento da %N nos AF (tabela 5.3). Uma excepção à tendência 
geral de aumento da razão C/N com a profundidade foi também encontrada por Santín et al. (2008) 
que obtiveram um decréscimo dessa razão com a profundidade (de 0-20cm a 90-100 cm) em AF de 
um solo estuarino ocupado por uma comunidade de juncos. De acordo com estes autores esse 
decréscimo poderia indicar uma imobilização do azoto durante a humificação através da 
incorporação de compostos azotados de origem microbiana ou da estabilização desse tipo de 
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compostos por diferentes processos tais como a protecção química ou a interacção com a fase 
mineral do solo. No entanto, nem o sedimento nem os AH da camada mais profunda do local sem 
plantas sofrem uma incorporação de compostos azotados no seu seio, relativamente à camada 
intermédia do mesmo local (figuras 3.5 e 3.6 e tabela 5.3, respectivamente). 
Comparando os AF com os AH, verifica-se que, de um modo geral, os AF possuem valores de C/N 
superiores aos dos AH. De facto, existem diversos estudos em que os AH têm mostrado uma maior 
percentagem de azoto que os AF extraídos do mesmo meio (Thurman, 1985; Alberts et al., 1988; 
Senesi et al., 1989; Santos, 1994; Calace et al., 2006). Desses estudos, saliente-se o de Alberts et 
al. (1988) que foi efectuado sobre SH de plantas de sapal e dos sedimentos colonizados por essas 
plantas. De acordo com Thurman (1985) os AH possuem um maior conteúdo em material proteico 
relativamente aos AF.  
No presente estudo, encontraram-se duas excepções: as camadas J (mais profundas) dos locais 2 
(com A. fruticosum) e 3 (sem plantas). Relativamente à camada 3J, é de lembrar que para além 
desta excepção, também ocorreu uma excepção na tendência crescente da razão C/N nos AF com 
a profundidade. Relativamente à camada de sedimentos J do local 2, o que se verifica é que os AH 
possuem valores da razão C/N muito elevados, consideravelmente superiores aos da camada J dos 
outros locais. O próprio sedimento já possuía um valor significativamente superior ao das restantes 
camadas (figura 3.6). 
Estas excepções na tendência dos valores de C/N dos AF com a profundidade no local 3 e na 
relação entre as razões C/N de AF e AH nas camadas 2J e 3J poderão resultar de uma origem 
exógena dos AF presentes nestes locais, já que os AF são a fracção das SH com maior mobilidade 
no meio sedimentar. Por outro lado, as excepções referidas também poderão resultar de processos 
de humificação decorridos em condições locais diferentes. Embora não seja possível confirmar as 
causas para estas excepções, elas evidenciam a heterogeneidade entre locais próximos do sapal. 
Numa tendência inversa, relativamente às %N e %H, a %O nos AH aumenta com a profundidade do 
sedimento, principalmente nos locais 1 e 3. Os valores de C/O dos AH extraídos dos locais 1 e 3 
também apresentam uma diminuição com a profundidade, confirmando a tendência dos valores da 
%O. O aumento da %O com o grau de humificação foi também observado por outros autores 
(García-Gil et al., 2004; Brunetti et al., 2007; Plaza et al., 2008; Xiaoli et al., 2008) e evidencia um 
aumento do conteúdo de grupos funcionais contendo oxigénio, durante o processo de humificação 
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em sedimentos de sapal. Esse aumento de grupos funcionais ricos em oxigénio, no seio dos AH, 
pode resultar num aumento da sua capacidade de complexação com metais uma vez que se vê 
incrementado o número de grupos ionizáveis ácidos (Stevenson & Cole, 1999; Tipping, 2002). 
Como excepção, os AH da camada mais profunda do local 2 (2J) apresentam valores de C/O 
superiores aos da camada intermédia (2E). 
Relativamente aos teores de enxofre nos AH, os seus valores são superiores nas camadas 
intermédias dos locais vegetados (1E e 2E), quando comparados com os observados nas camadas 
superficiais dos mesmos sedimentos. Esse incremento em S também foi observado nos sedimentos 
de onde foram extraídos esses AH (figura 3.5). Tal facto reflecte uma incorporação deste elemento 
nos AH dessas camadas de sedimento, ricas em material vegetal em decomposição resultante de 
povoações antigas P. australis. O maior conteúdo de S nos AH das camadas intermédias dos locais 
vegetados é confirmado pelo facto de serem estes os AH que apresentam os menores valores da 
razão C/S. 
Tal como foi explicado no sub-capítulo 3.2.2.2, esse incremento que ocorre em meio anóxico, pode 
dever-se à reacção de formas reduzidas de enxofre inorgânico com a MO em decomposição com 
consequente formação de compostos orgânicos de enxofre e sua incorporação no seio do material 
húmico (Ferdelman et al., 1991; Brüchert & Pratt, 1996; Billon et al., 2002; Einsiedl et al., 2008; 
Santín et al., 2008; 2009). 
No entanto, a reacção de formas reduzidas de enxofre com a MO em decomposição pode não ser a 
única via de introdução de enxofre no seio das SH, embora explique a diminuição da razão C/S 
entre a superficie e a camada intermédia dos locais colonizados. Já foi referido que as plantas são 
ricas em compostos contendo enxofre, tais como os aminoácidos cisteína e metionina (Robinson, 
1990; De Kok et al., 1993) ou o regulador osmótico DMSP (Kocsis et al., 1998). De acordo com 
Stevenson & Cole (1999), aminoácidos contendo enxofre podem reagir com quinonas resultantes de 
polifenóis derivados de lenhinas ou sintetizados por microorganismos para formar pigmentos 
acastanhados contendo enxofre. Desta forma, estes compostos podem vir a ser integrados no seio 
dos AH. 
Os AH dos sedimentos superficiais do local sem plantas (3A) também apresentam um valor elevado 
para a %S, sendo este superior aos dos AH das camadas superficiais dos sedimentos vegetados. O 
facto de estes sedimentos estarem inundados durante mais tempo poderá aumentar a probabilidade 
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de formação de formas reduzidas de S que reagem com a MO. Para além da reacção da MO com 
formas reduzidas de enxofre resultantes da respiração bacteriana, as algas marinhas e o 
fitoplâncton também produzem algumas biomoléculas contendo enxofre (Kocsis et al., 1998; Tang et 
al., 2000). De acordo com Russel & Howaro (1996) o regulador osmótico DMSP constitui 1 a 5% do 
carbono existente na biomassa do fitoplâncton vivo em águas oceânicas superficiais. Um estudo 
efectuado por estes autores mostra que um composto resultante da degradação do DMSP, o 
metanotiol (MeSH), pode ficar associado às SH, através de reacções abióticas ou por adsorção. 
Note-se que o material biogénico com grupos funcionais contendo enxofre pode fornecer aos AH 
importantes ligandos para a complexação com metais, nomeadamente se se tratarem de cisteínas 
ou outros compostos contendo tióis (Robinson, 1990; De Kok et al., 1993; Tang et al., 2000). 
Comparando as camadas intermédias e profundas dos sedimentos sem plantas verifica-se que 
estas possuem os mesmos valores de %S nas SH. Por outro lado, tal como foi verificado 
anteriormente (figura 3.5), são os sedimentos dos locais colonizados aqueles que contêm maiores 
teores de enxofre, mesmo que estes não estejam na forma de SH, já que os AH da camada J dos 
locais colonizados contêm menos enxofre que os AH da mesma camada do local não colonizado 
(tabela 5.3). Assim, para além de fornecer às SH grupos funcionais contendo S, a colonização 
vegetal parece conferir-lhes um papel de “armazéns” de matéria-prima para a formação de ligandos 
inorgânicos de S, como sulfuretos e tiossulfatos. Esses ligandos desempenham um papel 
fundamental na imobilização de metais no meio sedimentar (Válega, 2002). 
5.3.2. Termogravimetria 
Como já foi referido, a análise termogravimétrica foi utilizada para determinar os teores de humidade 
e cinzas nas amostras de AH (sub-capítulo 5.2.2). Os valores obtidos para estes parâmetros estão 
compilados na tabela 5.4. Os valores de humidade nos AH sedimentares variam entre 5,3% e 8,8%. 
Relativamente ao teor em cinzas dos AH, o intervalo encontra-se entre 5,5 e 16,6%. Os AH com 
mais cinzas foram os extraídos dos sedimentos superficiais e intermédios do local colonizado pela 
H. portulacoides. Este facto reflecte uma maior incorporação de material inorgânico nestes AH. Uma 
parte importante desse material poderá ser constituída por compostos metálicos. De facto, como 
será adiante demonstrado, os AH dos sedimentos superficiais desse local possuem maior conteúdo 
de ferro e manganês que os AH da mesma camada de sedimentos dos outros locais. 
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Tabela 5.4 
Teor de humidade e cinzas dos ácidos húmicos (AH) das diferentes camadas (A-superficial; E-intermédia; J-
profunda), de sedimentos com diferentes tipos de colonização vegetal (1-H. portulacoides; 2-A. fruticosum; 3-
sem plantas). Valores médios de 2 a 3 réplicas. Entre parêntesis apresenta-se os desvios médios. 
AH Humidade (%) 
(60ºC) 
Cinzas (%) 
(750ºC) 
1A 5,3 (0,9) 12,6 (0,6) 
1E 6,5 (1,7) 16,6 (0,9) 
1J 6,1 (1,5) 6,6 (1,0) 
2A 8,2 (0,3) 6,0 (0,6) 
2E 8,6 (0,3) 8,4 (0,1) 
2J 6,1 (1,6) 9,4 (0,2) 
3A 7,4 (0,8) 9,4 (1,3) 
3E 6,5 (0,4) 5,5 (0,1) 
3J 8,8 (1,2) 10,9 (0,8) 
A acumulação destes metais na rizosfera e nos sedimentos adjacentes às plantas de sapal tem sido 
verificada em diversos estudos (Caçador et al., 1996; Sundby et al., 1998; Caetano & Vale, 2002). 
De acordo com Caetano & Vale (2002) as plantas promovem um fluxo de ferro (II) dissolvido em 
direcção às suas raízes, graças à existência de um gradiente forte de concentrações provocado por 
uma libertação contínua e radial de O2. Uma vez que as raízes activas fornecem oxigénio ao 
sedimento, o ferro oxida-se e precipita na forma de oxo-hidróxidos, formando nódulos e 
rizoconcreções em redor das raízes (Vale et al., 1990). Essas rizoconcreções podem conter outros 
iões metálicos que provavelmente adsorveram nos óxidos de ferro ou co-precipitaram (Vale et al., 
1990; Ali et al., 2002). 
Quando o fornecimento de oxigénio cessa ou diminui devido à inactividade sazonal ou permanente 
das raízes, os óxidos de ferro que foram acumulados podem ser consumidos por reacções de 
diagénese recente (Caetano & Vale, 2002 e suas referências). Sendo um dos receptores de 
electrões, utilizados na respiração microbiana, mais abundantes em sedimentos de sapais (Kostka 
et al., 2002a), o ião férrico pode ser novamente reduzido a Fe(II) e reagir com a MO que se encontra 
na rizosfera. Uma vez dissolvidas as rizoconcreções, os outros metais que se encontravam lá 
retidos podem igualmente ficar disponíveis para interagir com a MO sedimentar. Caçador et al. 
(1996) propõem que a presença de complexos orgânicos pode contribuir para a imobilização de 
metais nos sedimentos adjacentes às raízes das plantas de sapal. Note-se que, para além de 
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promoverem uma acumulação de metais em redor das suas raízes, as plantas de sapal são 
capazes de acumular metais nos seus tecidos, com especial incidência na sua biomassa 
subterrânea (Caçador et al., 2000; Ali et al., 2002). 
Uma vez que as raízes das plantas são uma fonte de SH sedimentares e de material seu percursor 
(Kördel et al., 1997; Stevenson & Cole, 1999) e que estas substâncias têm um forte poder de 
complexação com metais (Friedland, 1990; Alberts & Filip, 1998), é bem provável que os metais 
passem a estar incluídos no seio das SH. Esta inclusão poder ocorrer quer por complexação directa 
entre as SH e os metais libertados das rizoconcreções, quer pela integração nas SH de 
biomoléculas que tenham sido excretadas pelas raízes e que tivessem complexado com esses 
metais. Morel et al. (1986), citados por Caçador et al. (1996), demonstraram que substâncias 
mucilaginosas segregadas pelas raízes são capazes de se ligar a metais pesados. Os últimos 
autores verificaram, através de estudos de extracção sequencial, que grandes quantidades de Zn, 
Pb e Cu incorporados no sedimento entre as raízes estão associados à MO refractária.  
Até à presente data não foi publicado nenhum trabalho que relacionasse o conteúdo em metais das 
rizoconcreções com o conteúdo de metais nas SH situadas próximo das raízes das plantas. Os 
resultados obtidos para os AH do local 1 sugerem a possibilidade de existência dessa relação mas 
mais trabalho de investigação seria necessário para poder tirar conclusões definitivas, pois no local 
2, também colonizado, não se observou a mesma tendência. Caçador et al. (1996) verificaram uma 
maior concentração de diversos metais nas raízes da H. portulacoides do que na A. fruticosum, pelo 
que diferenças entre as plantas colonizadoras dos dois locais no que respeita à sua capacidade de 
acumular metais, poderão contribuir para o facto de o maior conteúdo de cinzas nas camadas 
superficial e intermédia se ter observado apenas no local 1.  
Em termos de resistência térmica existem, no seio das SH, unidades mais ou menos refractárias 
consoante a sua natureza orgânica. Assim, para além da humidade e cinzas, a análise 
termogravimétrica também pode fornecer informação acerca das estruturas existentes nas SH 
(Ioselis et al., 1985; Campanella et al., 1990; Esteves & Duarte, 1999). Com base nesta assumpção, 
foram analisados os termogramas (TGA) das várias amostras de AH em estudo para a obtenção de 
alguma informacão adicional acerca da sua composição. Essa informação é facilitada através da 
análise directa das derivadas desses termogramas (DTGA) (figuras 5.2, 5.3 e 5.4). 
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Como se pode verificar nas curvas DTGA destas figuras, nos AH extraídos dos sedimentos 
superficiais de todos os locais (1A, 2A, 3A), os picos associados às perdas de massa ao longo da 
combustão são mais alargados e menos intensos do que nos AH extraídos de sedimentos mais 
profundos. Como excepção, no caso do local colonizado por H. portulacoides, os AH extraídos dos 
sedimentos de profundidade intermédia (1E) mostraram picos muito semelhantes aos extraídos de 
sedimentos superficiais.  
Quanto às temperaturas para as quais ocorrem os picos de perda de massa, encontram-se 
semelhanças e diferenças de amostra para amostra. Nos locais 1 e 2, com plantas, são evidentes 
dois picos de degradação comuns nos DTGA dos AH extraídos dos sedimentos superficiais e 
intermédios. O primeiro pico, adiante designado por pico de degradação I, situa-se nas 
temperaturas compreendidas entre os 304ºC e os 331ºC e o segundo pico de degradação, adiante 
designado por pico II, entre as temperaturas 390ºC e 434ºC. Em ambos os casos, os picos 
correspondentes aos AH das camadas intermédias de sedimentos ocorrem a temperaturas 
ligeiramente superiores relativamente aos picos das camadas superficiais. 
Picos de degradação a temperaturas inferiores a 370ºC, como é o caso do pico I, têm sido 
atribuídos à decomposição térmica de estruturas alifáticas, incluíndo estruturas do tipo 
polissacarídeos e à eliminação de grupos funcionais carboxílicos, fenólicos, carbonílicos e alcoólicos 
(Ioselis et al., 1985; Campanella et al., 1990; Peuravuori et al., 1999). De acordo com Lyons et al. 
(2008) a decomposição térmica de peptídeos ocorre entre as temperaturas 200ºC e 350 °C, pelo 
que estruturas deste tipo também podem contribuir para este pico. 
De facto, como será adiante apresentado, os espectros de infra-vermelho dos AH extraídos de 
sedimentos superficiais e intermédios de locais colonizados evidenciam a ocorrência de estruturas 
do tipo carbohidrato. Além disso, conforme se demonstrará adiante, os espectros de fluorescência 
molecular dessas amostras evidenciam a presença de estruturas do tipo proteíco. Por outro lado, 
estes AH também são os que possuem menores valores de C/H e C/N (figura 5.1), o que indicia um 
maior grau de alifaticidade e a presença de estruturas contendo azoto. 
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Figura 5.2: Termogramas (TGA) e respectivas curvas derivativas (DTGA) dos ácidos húmicos das diferentes 
camadas (A-superficial; E-intermédia; J-profunda) de sedimentos do local 1 (com H. 
portulacoides). Os valores da temperatura a que ocorrem os picos de degradação 
correspondem às médias de 2 a 3 réplicas e os respectivos desvios médios. 
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Figura 5.3: Termogramas e respectivas curvas derivativas dos ácidos húmicos das diferentes camadas (A-
superficial; E-intermédia; J-profunda) de sedimentos do local 2 (com A. fruticosum). Os valores 
da temperatura a que ocorrem os picos de degradação correspondem às médias de 2 a 3 
réplicas e os respectivos desvios médios. 
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Figura 5.4: Termogramas e respectivas curvas derivativas dos ácidos húmicos das diferentes camadas (A-
superficial; E-intermédia; J-profunda) de sedimentos do local 3 (sem plantas). Os valores da 
temperatura a que ocorrem os picos de degradação correspondem às médias de 2 a 3 réplicas 
e os respectivos desvios médios. 
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Picos de degradação situados a temperaturas superiores aos 400ºC em termogramas de AH, como 
é o caso do pico II, têm sido atribuídos à degradação térmica de estruturas aromáticas (Peuravuori 
et al., 1999). Alguns grupos alifáticos, tais como hidrocarbonetos de cadeia longa e compostos de 
azoto, também podem contribuir para algumas reacções térmicas a estas temperaturas 
(Campanella et al., 1990; Peuravuori et al., 1999). De facto, Lyons et al. (2008) observaram também 
a presença de picos a temperaturas superiores a 400ºC em termogramas de peptídeos. Assim, esse 
tipo de material pode também ter contribuído para o pico II nos DTGA dos AH extraídos dos 
sedimentos superficiais e intermédios dos locais com plantas. 
Relativamente aos AH dos sedimentos mais profundos dos locais vegetados (1J, 2J), os seus DTGA 
caracterizam-se pela ausência do pico de degradação I, o que evidencia que o material 
relativamente lábil, ao qual correspondia esse pico está ausente nestes AH que correspondem a um 
maior grau de humificação.  
Nos AH dos sedimentos 1J, para além de desaparecer o pico I, o pico II torna-se mais intenso e 
estreito e surge uma banda de degradação à temperatura de 426ºC, que se relaciona com a 
presença de material relativamente resistente à degradação térmica e que estava ausente nas 
camadas superiores desse local. Conforme se verá adiante, com os resultados das técnicas 
espectroscópicas, os AH destes sedimentos possuem um maior grau de aromaticidade 
relativamente aos das camadas superiores. 
No DTGA dos AH do local 2J, onde também se verificou a ausência do pico I, aparece um pico 
intenso aos 379+2ºC. Para além deste pico, os DTGA dos AH do local 2J apresentam duas bandas 
de degradação situadas dentro da gama de temperaturas do pico II, aos 401ºC e aos 413+1ºC. 
Comparando esta camada com as camadas superiores verifica-se uma alteração de comportamento 
relativamente ao local 1. Note-se que também nas razões C/N e C/H ocorreu uma diferença de 
comportamento, observando-se maiores razões na camada J do local 2 do que na mesma 
profundidade do local 1. Curiosamente, apesar de os maiores valores dessas razões sugerirem 
maior grau de humificação e maior aromaticidade dos AH 2J, a sua resistência térmica parece 
menor do que a dos AH 1J, ocorrendo a maior parte da sua degradação a 379ºC. Como será 
adiante demonstrado, apesar de os AH 2J possuirem maior valor de absortividade específica a 280 
nm no espectro de UV-VIs, o que indica maior aromaticidade relativamente aos AH 1J, são estes 
últimos os que possuem maiores intensidades de fluorescência a 454 nm. Estes resultados parecem 
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evidenciar que, apesar de existirem em menor número, as estruturas aromáticas nos AH 1J estão 
mais conjugadas que nos AH 2J o que está de acordo com uma maior resistência térmica. 
Relativamente aos AH extraídos dos sedimentos não vegetados, os seus DTGA possuem 2 a 3 
picos de degradação, consoante a amostra considerada. Nos sedimentos superficiais (3A), onde a 
heterogeneidade dos AH é maior, ocorrem 3 picos de degradação. Nomeadamente, ocorre o pico 
de degradação I (a 313+2ºC), também presente nos DTGA dos AH dos sedimentos superficiais e 
intermédios dos locais vegetados, um pico a 379ºC, também presente no DTGA dos AH 2J, e outro 
a 490ºC, ausente em quase todos os DTGA dos AH dos locais colonizados. Esteves & Duarte 
(1999) obtiveram picos de degradação a temperaturas situadas entre 485ºC e 501ºC em amostras 
de AH aquáticos de origem fluvial, extraídas de cursos de água afluentes ao sistema lagunar da Ria 
de Aveiro, mas mostraram que os DTGA de AH extraídos de amostras de água da Ria de Aveiro 
não tinham picos a estas temperaturas relativamente elevadas. 
Desta forma, este último pico de degradação (490ºC) no DTGA dos AH dos sedimentos do local 3A 
poderá ser relacionado com a degradação de unidades estruturais provenientes de material 
alóctone terrestre que tenha sido arrastado pelos fluxos ribeirinhos. Note-se que no DTGA dos AH 
da camada superficial dos sedimentos colonizados por H. portulacoides (local 1A) ocorre um ombro 
de degradação a 467+6ºC, que também poderia corresponder ao mesmo tipo de estruturas. O facto 
de não existirem evidências desse material no DTGA dos AH 2A poderá estar relacionado com a 
morfologia da A. fruticosum que lhe confere menos capacidade de retenção desse material trazido 
pelos fluxos ribeirinhos. Quanto ao local não vegetado a acumulação desse tipo material será 
provavelmente devida ao facto de este ser sujeito a inundações mais prolongadas. 
Nos AH das camadas de sedimentos intermédia e profunda (3E e 3J) o pico de degração I torna-se 
ausente. Simultaneamente ocorrem outros dois picos a temperaturas superiores e com maiores 
intensidades relativamente aos do DTGA dos AH dos sedimentos 3A. Nas amostras de AH 
extraídas dos sedimentos 3E ocorre um pico de degradação bastante intenso a 446º+1ºC e um 
ombro a 462+2ºC, evidenciando a presença de material mais refractário relativamente aos AH 
extraídos dos sedimentos vegetados e relativamente aos AH da camada superficial do mesmo local. 
Nos AH dos sedimentos mais profundos ocorrem picos a temperaturas inferiores (387+2C e 
415+1ºC), na gama de temperaturas do pico II, anteriormente referido. Assim, com base nas 
temperaturas às quais ocorrem os picos nos DTGA, os AH dos sedimentos 3E até podem ser 
considerados mais resistentes ao ataque térmico que os dos 3J. De facto, os resultados das 
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diversas técnicas espectroscópicas, adiante apresentados, mostram que os AH 3J possuem um 
menor conteúdo aromático e grau de policondensação relativamente aos AH 3E. 
As diferenças encontradas entre os DTGA dos AH das várias camadas de sedimentos dos três 
locais evidenciam o efeito da colonização vegetal por diferentes espécies de plantas. No entanto, 
também evidenciam diferentes vias de diagénese cuja explicação requereria um conhecimento mais 
aprofundado das comunidades bentónicas e do ambiente físico-químico do sedimento nos 
diferentes locais, bem como da evolução histórica do sapal. 
5.3.3. Conteúdo em Metais nos Ácidos Húmicos Sedimentares 
Na tabela 5.5 apresentam-se os valores obtidos para o conteúdo em cobre, ferro, manganês e 
alumínio nos AH extraídos dos sedimentos superficiais de todos os locais, intermédios dos locais 2 
(com plantas) e 3 (sem plantas) e profundos dos mesmos locais. Estas amostras de AH 
representam os sedimentos com diferentes ocupações vegetais, isto é, de sedimentos colonizados 
pelas duas diferentes espécies de plantas estudadas (H. portulacoides e A. fruticosum), sedimentos 
com restos de povoações vegetais antigas e diferentes profundidades de sedimentos sem plantas. 
Tabela 5.5 
Conteúdo em cobre, ferro, alumínio e manganês (%) de algumas amostras de AH sedimentares, determinado 
por ICP-AES. Camadas de sedimentos representadas: 1A-superficial dos sedimentos povoados por H. 
portulacoides; 2A, 2E e 2J-superficial, intermédia e profunda dos sedimentos povoados por A. Fruticosum; 
3A, 3E e 3J-mesmas profundidades de sedimentos sem plantas. Valores médios de 6 a 3 réplicas. Entre 
parêntesis apresenta-se os desvios padrões. 
SH Cu(%) Fe(%) Mn(% x103) Al(%) 
H1A 0,062 (0,004) 2,04 (0,08) 3,71 (0,05) 0,426 (0,009) 
H2A 0,059 (0,009) 1,14 (0,04) 0,81 (0,35) 0,303 (0,066) 
H2E 0,063 (0,007) 0,54 (0,12) 1,01 (0,80) 0,423 (0,173) 
H2J 0,018 (0,001) 3,13 (0,02) 3,40 (0,09) 0,531 (0,008) 
H3A 0,040 (0,007) 0,78 (0,11) 0,90 (0,29) 0,394 (0,049) 
H3E 0,045 (0,003) 0,29 (0,04) 1,05 (0,26) 0,591 (0,208) 
H3J 0,020 (0,001) 0,75 (0,01) 2,26 (0,09) 0,911 (0,034) 
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Pelo que se pode observar, diferentes amostras de AH possuem diferentes teores em metais. As 
camadas de sedimentos cujos AH têm maiores teores variam consoante o metal considerado. Em 
termos de conteúdo em alumínio, apenas se verificam diferenças entre os sedimentos profundos do 
local sem plantas e as restantes camadas de sedimentos, sendo os AH da camada 3J os que 
contêm as %Al mais elevadas. Relativamente às %Fe e %Mn, os maiores valores observam-se nas 
amostras correspondentes às camadas 1A, 2A e 2J. Na camada 2E os valores dessas 
concentrações são bastantes inferiores, sendo os mais baixos do local 2. 
Quanto ao cobre, as maiores percentagens deste elemento são observadas nos AH recolhidos dos 
sedimentos com maiores teores em biomassa vegetal (1A, 2A e 2E). O cobre é um micronutriente 
importante para as plantas e outros organismos bentónicos. Para além disso, existem vários 
registos de acumulação de cobre e de outros metais nos tecidos das raízes e folhas de plantas de 
sapal e nos sedimentos adjacentes (Fitzgerald et al., 2003; Reboreda & Caçador, 2007). Grande 
parte dos metais acumulados nos sedimentos encontra-se associada a MO, constituída por 
fragmentos de tecidos vegetais e de microorganismos associados, pelos seus exudatos 
extracelulares e por material húmico (Gardea-Torresdey et al., 1995; Almeida et al., 2006; Pereira et 
al., 2007). 
O teor em cobre determinado nas amostras de AH sedimentares analisadas tem uma relação 
inversa e significativa com as razões C/N e C/H das mesmas amostras (r=0,89, p= 0,0073 e 0,93, 
p= 0,0024, respectivamente; n=7). De facto, as amostras com maiores teores em cobre são 
precisamente aquelas que demonstraram conter resíduos peptídicos e hidratos de carbono na sua 
composição. Este facto parece indicar que estes fragmentos poderão conter ligandos importantes 
para a complexação dos AH com o cobre. 
5.3.4. Espectroscopia no UV-Visível 
Na figura 5.5 apresentam-se os espectros de UV-Visível das diferentes amostras de ácidos fúlvicos 
e húmicos em estudo. Todos os espectros apresentam comportamentos semelhantes, típicos de 
espectros de UV-visível apresentados noutros estudos sobre SH, ocorrendo um decréscimo nos 
valores da absortividade com o aumento do CO (MacCarthy & Rice, 1985; Frimmel & Abbt-Braun, 
1999). 
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Figura 5.5: Espectros de UV-visível dos ácidos fúlvicos (esquerda) e húmicos (direita) extraídos das 
diferentes camadas de sedimentos (A-superficial; E-intermédia; J-profunda), com diferentes 
tipos de colonização vegetal (1-H. portulacoides; 2-A. fruticosum; 3-sem plantas). 
Embora seja mais ou menos visível em todos os espectros um ombro a 280 nm, este torna-se mais 
evidente nos AH das camadas superficial e intermédia do local 2 e, sobretudo, nos AF da camada 
superficial do mesmo local. 
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Filip & Alberts (1988) obtiveram bandas a 270-280 nm em espectros de UV-Visível de SH obtidas a 
partir de tecidos vivos da planta de sapal S. alterniflora, inoculados ou não por culturas mistas de 
microorganismos epifíticos, pelo próprio sedimento ou por diferentes espécies de fungos. Nesses 
espectros, as bandas a 270-280 nm que se apresentavam mais evidentes correspondiam às SH 
resultantes de cultivos com fungos. De acordo com estes autores, é nesta região de CO que os 
compostos fenólicos solúveis de origem vegetal e microbiana normalmente absorvem. Esses 
compostos fenólicos podem resultar da degradação microbiana da lenhina ou da síntese de 
polifenóis a partir de outros percursores não aromáticos, levadas a cabo por culturas de fungos (Filip 
& Alberts, 1988; Stevenson & Cole, 1999). 
No entanto, a presença destas bandas no espectro de UV-Visível pode indicar a existência de 
diversos compostos aromáticos, para além dos fenólicos, dado que grande parte deste tipo de 
compostos absorve nesta região do ultravioleta, através da transição electrónica π−π∗ (Chin et al., 
1994; Peuravuori & Pihlaja, 1997). Desta forma, para além dos compostos fenólicos, derivados da 
lenhina, o triptofano ou unidades estruturais dele derivadas contribuem para as bandas de absorção 
a 280 nm detectadas nos espectros de UV-Visível das amostras de SH das camadas superficiais de 
todos os locais e das camadas intermédias dos locais com plantas. De facto, nas diversas técnicas 
espectroscópicas utilizadas no presente estudo há indicação da presença deste tipo de material 
nestas amostras de AH. 
Relativamente aos valores de absortividade obtidos ao longo dos espectros de UV-visível, salienta-
se que os espectros dos AF das camadas superficiais apresentam os menores valores, 
nomeadamente aos comprimentos de onda inferiores a 410 nm. Entre as camadas intermédias e 
profundas de sedimentos, não se verificam diferenças notórias nos espectros de UV-visível dos AF. 
Quanto aos espectros dos AH, as diferenças entre as diferentes camadas de sedimentos e entre os 
diferentes locais são mais notórias. No local 1 ocorre um aumento da absortividade com a 
profundidade. No local 2, essa tendência crescente só é observada entre as camadas de 
sedimentos intermédia e profunda, sendo as absortividades dos AH da camada intermédia idênticas 
às dos AH da camada superficial. No local sem plantas (local 3) os valores correspondentes à 
camada intermédia (E) são ligeiramente superiores aos da camada mais profunda (J). Estas 
variações coincidem, de uma certa forma, com as variações observadas nos valores da relação C/N 
dos mesmos AH, como se demonstra pela relação linear positiva entre os seus valores e os das 
absortividades a 280 nm (r=0,94; n=9, p=0,0001). Essa relação directa entre as absortividades a 
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280 nm e a razão C/N também é observada nos AF (r=0,81; n=9, p=0,0066) (figura 5.6). Tal relação 
salienta o facto de menores razões C/N estarem associadas a material menos humificado, com um 
menor grau de aromaticidade e portanto menos absorvente da radiação UV. 
AF
y = 0,0005x - 0,0018
R2 = 0,6637
0,002
0,004
0,006
0,008
0,010
12 14 16 18 20 22 24
C/N
εε εε2
80
 (
L
m
g
C
-1
c
m
-1
)
AH
y = 0,0007x + 0,0002
R2 = 0,8889
0,005
0,010
0,015
0,020
5 10 15 20 25 30
C/N
εε εε2
8
0
 (
L
m
g
C
-1
c
m
-1
)
 
Figura 5.6: Relação entre as absortividades a 280 nm (ε250) dos ácidos fúlvicos (AF) e ácidos húmicos 
(AH) em estudo e as respectivas razões atómicas C/N. 
De um modo geral, a aromaticidade das SH tem sido relacionada com a absortividade a 280 nm 
(Hautala et al, 2000). Para além das sub-unidades aromáticas supracitadas, as sub-unidades 
aromáticas conjugadas, com dois ou mais anéis, comuns em SH, particularmente nas originárias de 
fontes terrestres, também absorvem na gama dos comprimentos de onda dos 270-280 nm (Traina et 
al., 1990; Chin et al., 1994; Peuravuori & Pihalaja, 1997). Os últimos autores verificaram, aliás, uma 
boa correlação (r=0,92, n=39) entre a aromaticidade da MO, determinada através da ressonância 
magnética nuclear de 13C, e a absortividade molar a 272 nm, sendo essa relação directamente 
proporcional e positiva. 
Desta forma, o valor de absortividade específica a 280 nm pode ser utilizado como um indicador do 
grau de aromaticidade das SH (Chin et al., 1994; Peuravuori & Pihlaja, 1997). No presente estudo 
as absortividades específicas a 280 nm (ε280), calculadas com base nas concentrações expressas 
em mg de carbono orgânico por unidade de volume, foram determinadas para as amostras de AH 
sedimentares (figura 5.7). 
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Figura 5.7: Valores de absortividades específicas a 280 nm (ε280) dos ácidos húmicos extraídos das 
diferentes camadas de sedimentos (A-superficial; E-intermédia; J-profunda), com diferentes 
tipos de colonização vegetal (1-H. portulacoides; 2-A. fruticosum; 3-sem plantas). 
Os AH extraídos dos sedimentos superficiais de todos os locais e das camadas intermédias dos 
sedimentos com plantas são os que possuem os valores inferiores de ε280.Tal facto reflecte uma 
introdução de MO, de baixo conteúdo aromático proveniente do material vegetal e das comunidades 
microbianas associadas. Essa MO deverá ser rica em carbohidratos, aminoácidos e açúcares 
aminados, dado que as plantas têm sido reportadas como fonte destes compostos que servem 
como substracto para o desenvolvimento da comunidade microbiana que os utilizam para aumentar 
a sua biomassa (Filip & Alberts, 1988). Os compostos alifáticos constituintes das células e dos 
exudatos dessas comunidades microbianas podem ser precursores para a formação de material 
húmico (McKnight et al., 2001).  
Ao longo da profundidade de sedimentos, observam-se diferentes tendências nos valores de ε280 
consoante o local considerado, sendo estas especificadas na análise dos espectros de UV-Visível. 
Comparando os AH de igual profundidade de sedimentos nos diferentes locais e considerando os 
sedimentos superficiais e intermédios, é no local sem plantas que se observam os maiores valores 
de ε280. Nos sedimentos mais profundos essa relação não é observada devido aos elevados valores 
observados para os AH extraídos de 2J. Essas diferenças realçam novamente a ocorrência de 
diferentes transformações diagenéticas nos AH sedimentares ao longo do perfil de profundidades, 
consoante o local considerado. 
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O carácter mais aromático observado nos AH do local sem plantas poderá indicar uma origem 
terrestre destas substâncias (McKnight et al., 2001). Esse material mais aromático terá sido 
responsável pelo pico a 490ºC, detectado no DTGA dos mesmos AH (figura 5.4), que tinha sido 
atribuído a material oriundo do fluxo ribeirinho. No caso dos AH extraídos dos sedimentos mais 
profundos do local 2, o elevado teor aromático, relativamente aos AH extraídos das outras camadas 
de sedimentos com plantas, tanto do local 1 como do local 2, encontra-se de acordo com os valores 
obtidos para as razões C/N e C/H, Porém, a avaliar pela menor resistência térmica e à adiante 
demonstrada menor intensidade de fluorescência a 454 nm relativamente aos AH da mesma 
camada de sedimentos do local 1, as unidades aromáticas dos AH 2J parecem estar menos 
conjugadas relativamente aos AH 1J. 
Em sistemas aquáticos é usual utilizar o quociente E2/E3 (relação entre as absortividades a 250 nm 
e 365 nm) como indicador do grau de humificação (De Haan, 1983; Peuravuori & Pihalaja, 1997). 
Estes estudos indicaram que este quociente diminui à medida que aumenta o grau de humificação. 
A mesma relação tem sido encontrada com o grau de aromaticidade, o tamanho molecular e ε280 
(Peuravuori & Pihalaja, 1997). No presente estudo verificou-se uma relação linearmente inversa, 
com uma boa correlação (r= 0,91; n=9, p=0,0013), entre os valores de ε280 e a razão E2/E3 
determinados para os AH sedimentares (figura 5.8). 
Também foi encontrada uma relação linear e directa entre os parâmetros C/N e E2/E3 (r=0,87, n=9, 
p=0,0049). Estas relações confirmam que os ácidos húmicos vão, de um modo geral, aumentando o 
seu grau de polimerização e o seu conteúdo aromático à medida que vão sendo humificados, 
coincidindo com o que já tinha sido observado noutros estudos (De Haan, 1983; Crippa et al., 1997; 
Drozd et al., 1997; Flis-Bujak et al., 1997; Peuravuori & Pihalaja, 1997). Tal como se pode observar 
na figura 5.9, os H2J são os que possuem valores inferiores de E2/E3. 
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Figura 5.8: Relação entre as absortividades específicas a 280 nm (ε280) e as razões E2/E3 calculadas para os 
ácidos húmicos sedimentares. 
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Figura 5.9: Valores da razão entre as absortividades a 250 nm e 365 nm (E2/E3) dos ácidos húmicos 
extraídos das diferentes camadas de sedimentos (A-superficial; E-intermédia; J-profunda), com 
diferentes tipos de colonização vegetal (1-H. portulacoides; 2-A. fruticosum; 3-sem plantas). 
Sintetizando os resultados de UV-vísivel, pode-se afirmar que os AH das camadas superficiais e 
intermédias dos sedimentos com plantas e da camada superficial dos sedimentos sem plantas 
reflectem uma inclusão e preservação de unidades estruturais de material orgânico oriundo dos 
tecidos vegetais activos e em decomposição, do fitoplâncton e das populações microbianas 
associadas. Esse material será composto por estruturas fenólicas, que poderão ser resultado de 
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lenhinas modificadas ou da transformação de outros compostos não aromáticos, estruturas 
peptídicas aromáticas ou não, carbohidratos e açúcares aminados. 
Assim, os AH supracitados possuem características de MO menos humificada, com menor conteúdo 
em unidades aromáticas policondensadas. Já nas camadas mais profundas de sedimentos e na 
intermédia do local sem plantas, ocorrem AH mais humificados, com maior conteúdo de estruturas 
aromáticas conjugadas e um maior grau de condensação. As diferentes tendências dos valores das 
absortividades dos AH, observadas ao longo da profundidade de sedimentos nos diferentes locais, 
parecem demonstrar que essa humificação ocorreu de diferentes formas, consoante o local 
considerado. 
Relativamente aos AF, estes apenas reflectem a inclusão de bio-compostos oriundos de MO em 
decomposição e um menor grau de humificação nas camadas superficiais dos sedimentos, onde 
existe biomassa vegetal e comunidades fitoplanctónicas activas. 
5.3.5. Espectroscopia de Fluorescência Molecular 
Os espectros de fluorescência síncronos, com ∆λ de 60 nm, das SH sedimentares em estudo 
encontram-se na figura 5.10. Esses espectros foram normalizados para a concentração de 10 mg/L 
de SH. Nos espectros dos AF dos sedimentos superficiais ocorre uma banda, ou um ombro, a 280 
nm, consoante a amostra analisada. Esta banda também está presente nos espectros dos AH dos 
sedimentos superficiais de todos os locais e nos sedimentos intermédios dos locais com plantas. 
Bandas de intensidade máxima de fluorescência na gama dos λexc= 265-285 nm/λem= 300-370 nm, 
de espectros tridimensionais (MEE) de águas naturais têm sido atribuídas à presença de material 
proteico (Coble et al., 1990; Mopper & Shultz, 1993; Baker & Genty, 1999; Komada et al., 2002; Lu 
et al., 2003). Os aminoácidos tirosina e triptofano são apontados por diversos autores como os 
fluoróforos maioritariamente responsáveis por esses sinais de fluorescência (Coble et al., 1998; 
Baker & Genty 1999; Mayer et al., 1999). 
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Figura 5.10: Espectros de fluorescência sícrona (∆λ=60 nm) das SH sedimentares (10 mg/L) em tampão 
fosfato (pH=7). Espectros corrigidos para a emissão e EFI. 
De facto, Mayer et al. (1999) observaram bandas de intensidade máxima a λexc= 275-280 nm, com 
CO de emissão a 305 nm e 340 nm em espectros de fluorescência tridimensionais de soluções de 
amostras de água marinha natural e de água marinha artificial à qual adicionaram soluções de 
tirosina ou triptofano ou de proteínas, quer de animais quer de algas. Para além disso, Reynolds 
(2003) obteve uma boa correlação entre as intensidades de fluorescência ao CO de excitação de 
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280 nm de espectros de FMS (∆λ=60 nm) de amostras de água e o conteúdo em triptofano nas 
mesmas amostras, determinado por cromatografia líquida (HPLC) com detecção por fluorescência 
molecular. 
Essa mesma banda foi detectada num estudo de fluorescência induzida por laser sobre material 
vegetal de várias espécies de plantas mono- e dicotiledóneas, tendo sido associada à presença de 
material proteico e polipeptídeos contendo os aminoácidos aromáticos triptofano, tirosina e 
fenilalanina (Corp et al., 1994). Note-se que no presente estudo também foi detectada uma banda 
de intensidade máxima a 285+10 nm de excitação em espectros de fluorescência síncronos (∆λ=60 
nm) de soluções de L-triptofano (figura 4.5). Os resíduos de triptofano possuem um rendimento 
quântico superior ao dos resíduos de tirosina e, segundo Mayer et al. (1999), a fluorescência devida 
ao triptofano pode surgir quando este fluoróforo está associado a material húmico, contrariamente 
ao que ocorre para a tirosina. 
Porém, bandas de intensidade máxima nesta gama de CO não têm sido atribuídas apenas a 
material proteico. De acordo com Ferrari & Mingazzini (1995) os fenóis, nomeadamente aqueles que 
resultam da degradação de lenhina, também podem contribuir para as bandas de fluorescência 
situadas a estes CO de excitação em espectros síncronos de MO natural. Num estudo anterior ao 
presente, Santos et al. (2001) também detectaram esta banda (λexc=280-300 nm; ∆λ=60 nm) em 
amostras de água do Largo do Laranjo e do Rio Vouga, a jusante da descarga de um efluente de 
uma fábrica de pasta de papel. A mesma banda foi detectada em SH extraídas desse efluente e de 
um ponto a jusante da sua descarga, tendo sido atribuída a unidades estruturais da lenhina. 
Em condições anaeróbias a degradação completa da lenhina é suprimida, sofrendo modificações 
nos grupos periféricos. Essas modificações incluem perdas de grupos -OCH3, com a produção de 
grupos fenólicos e oxidação de cadeias laterais para formar grupos carboxílicos (Stevenson & Cole, 
1999). Essas unidades de lenhina modificada, poderão associar-se a compostos amínicos, 
nomeadamente aminoácidos, seguindo a 4ª via de formação de SH em solos, exposta por 
Stevenson & Cole (1999). No entanto, tal como se demonstrará adiante, os espectros de RMN não 
apresentam nenhuma evidência clara da presença de unidades estruturais de lenhina nestas 
amostras de SH. O facto de a banda a 280 nm ser mais intensa nas amostras com menores razões 
C/N aponta no sentido a que esta banda seja devida a unidades estruturais do tipo proteico 
contendo triptofano. 
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Para além dessa banda, todos os espectros das SH sedimentares apresentam duas bandas de 
intensidade máxima a 340-350 nm e a 400-420 nm de excitação. Os AH apresentam ainda uma 
outra banda de intensidade máxima adicional a comprimentos de onda superiores, 450-455 nm 
(510-515 nm de emissão), característica de AH de solos e aquáticos (Miano et al., 1988; Senesi et 
al., 1989; Chen et al., 2003). Essa banda (I454) é indicativa da existência de anéis aromáticos 
conjugados, com eventual presença de certos grupos funcionais que promovem um incremento na 
deslocalização dos sistemas de electrões π (Ferrari & Mingazzini, 1995; Coble et al., 1998; Komada 
et al., 2002; Chen et al., 2003). Assim, esse material fluorescente tem sido apontado como material 
com um estado mais avançado de humificação (Ferrari & Mingazzini, 1995; Kalbitz & Geyer, 2001; 
Komada et al., 2002). 
Relativamente às intensidades de fluorescência dos diferentes espectros, ocorrem diferentes 
tendências, consoante os sedimentos estão ou não colonizados por plantas. Nos locais com plantas 
ocorre um incremento das bandas com maiores comprimentos de onda (340 nm para os AF e 454 
nm para os AH), ao longo da profundidade de sedimentos. Nas SH dos sedimentos sem plantas 
esse incremento apenas ocorre entre as camadas de sedimentos superficial e intermédia, 
apresentando estes valores de intensidade semelhantes aos da camada mais profunda. Estes 
resultados estão de acordo com a evidência anterior da introdução/preservação de unidades 
estruturais de biomoléculas oriundas de material vegetal em decomposição e/ou de comunidades 
microbianas associadas.  
Quanto aos AF dos sedimentos superficiais, estes apresentam diferentes formas espectrais, mesmo 
quando se comparam as duas espécies de plantas de sapal. No local 2, colonizado pela A. 
fruticosum, as duas bandas de intensidade máxima que tinham sido identificadas para os AF 
encontram-se individualizadas. Nos sedimentos com H. portulacoides, a banda a 280 nm de 
excitação já não se mostra tão individualizada, sofrendo uma sobreposição da banda a CO 
superiores. Já no local sem plantas essa banda, correspondente a material proteico, já se apresenta 
como um ombro com intensidades relativas inferiores. De facto, Corp et al. (1994) obtiveram 
diferentes espectros de emissão com materiais de diferentes espécies de plantas, quando excitados 
a 280 nm. Desta forma, estes espectros dos AF sedimentares parecem reflectir diferentes fontes de 
material percursor, associado às diferentes espécies de plantas. 
Na figura 5.11 apresentam-se os valores das razões entre as intensidades de fluorescências a 
λexc=280 nm e a λexc =454 nm ou λexc=340 nm (razões I280/I454 e I280/I340, respectivamente) dos AH e 
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AF das diferentes camadas de sedimentos. Estas razões fornecem uma indicação da fracção de 
material biogénico pouco humificado, relativamente ao material mais refractário em cada amostra de 
SH (Lu et al., 2003). 
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Figura 5.11: Razões de intensidade de fluorescência entre os CO de excitação de 280 nm e 340 nm 
(I280/I340) e 280 nm e 454 nm (I280/I454) dos AF e AH, respectivamente. 
Relacionando as razões I280/I454 e I280/I340 com a razão C/N (figura 5.12), verifica-se uma tendência 
global para a diminuição das razões das intensidades de fluorescência com o aumento da razão 
C/N. Porém, em algumas camadas de sedimentos, nomeadamente nas mais profundas (camadas 
J), essa relação entre C/N e I280/I454 já não se observa. A essas profundidades, o valor de C/N obtido 
para os AH do local 2 era bastante superior ao valor obtido para o mesmo parâmetro nos AH dos 
restantes locais. No entanto, essa diferença não se observa na razão I280/I454. 
É também interessante notar as variações na razão I340/I454 nos espectros das diferentes amostras. 
Observando a figura 5.10, verifica-se que a variação dessa razão entre as camadas superficial e 
intermédia ocorrem na mesma proporção dos dois locais com plantas. Porém, nos sedimentos 
profundos os seus valores tornam-se distintos. O espectro dos AH 1J é o que possui uma menor 
razão I340/I454, sugerindo que este material teria um grau de humificação superior ao dos AH 2J. 
Apesar deste resultado não se encontrar de acordo com as razões C/N e C/H (figura 5.1), encontra-
se de acordo com os resultados da termogravimetria em que se verificou que, entre as camadas 
mais profundas de sedimentos, os AH 1J eram os que possuíam o material termicamente mais 
resistente. 
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Figura 5.12: Razões C/N versus razões de intensidade de fluorescência entre os CO de excitação de 280 
nm e 340 nm (I280/I340) e 280 nm e 454 nm (I280/I454) dos AF e AH, respectivamente. 
5.3.6. Espectroscopia no Infra-Vermelho 
Os espectros de infravermelho obtidos para as amostras de SH sedimentares em estudo 
encontram-se compilados na figura 5.13. Esses espectros apresentam bandas típicas para SH de 
solos (Stevenson & Goh, 1971; Kalbitz et al., 1999), ribeirinhas (Peshel & Wildt, 1988; Santos & 
Duarte, 1998; Claus et al., 1999) e sedimentares estuarinas (Alberts & Filip, 1994a; Santín et al., 
2008). Em todos os espectros se evidencia uma banda larga, cuja intensidade máxima se situa a 
3400 cm-1. Esta banda é típica das SH naturais e é atribuída a vibrações de elongação O-H de 
grupos carboxílicos, hidroxílicos e fenólicos (Stevenson & Goh, 1971; MacCarthy & Rice, 1985; 
Peshel & Wildt, 1988; Santos & Duarte, 1998). De acordo com Stevenson & Goh (1971) a existência 
de grupos N-H também pode contribuir para a absorção nesta banda. 
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Figura 5.13: Espectros de FTIR das amostras de ácidos fúlvicos e húmicos extraídos das camadas de 
sedimentos superficiais (A), intermédias (E) e profundas (J) dos locais povoados pela 
H.portulacoides (1), pela A. fruticosum (2) e sem plantas (3). 
Sobrepostas a estas bandas, na gama dos 2970-2840 cm-1, encontram-se outras mais estreitas 
atribuídas a vibrações de elongação simétrica e assimétrica das ligações C-H de grupos metilo e 
metileno de cadeias alifáticas (Stevenson & Goh, 1971; MacCarthy & Rice, 1985; Filip & Alberts, 
1989; Santos & Duarte, 1998). Como geralmente ocorre, estas bandas são mais evidentes nos 
espectros dos AH relativamente aos dos AF (MacCarthy & Rice, 1985). 
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Nas figuras 5.14 e 5.15 apresenta-se esta zona alifática dos espectros FTIR dos ácidos fúlvicos e 
húmicos em estudo, bem como as respectivas deconvoluções de Fourier. Nesses espectros podem ser 
visualizadas quatro bandas principais, duas localizam-se próximo dos 2960 cm-1 e 2880 cm-1 e 
devem-se respectivamente a elongações assimétrica e simétrica nos grupos metilo. As outras duas 
bandas, a 2920 cm-1 e 2850 cm-1, correspondem ao mesmo tipo de vibrações nos grupos metileno 
(Bellamy, 1975; Santos & Duarte, 1998). Como se pode observar, nessa zona as bandas são mais 
intensas nas SH dos sedimentos superficiais e intermédios de todos os locais, principalmente nos 
espectros dos AH, onde essas bandas são mais pronunciadas. Tal facto, sugere um maior conteúdo 
em cadeias alifáticas não substituídas nas SH dessas camadas de sedimentos. 
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Figura 5.14: Expansão da zona alifática dos espectros FTIR dos ácidos fúlvicos extraídos das camadas 
de sedimentos superficiais (A), intermédias (E) e profundas (J) dos locais povoados pela H. 
portulacoides (1), pela A. fruticosum (2) e sem plantas (3) e respectivas deconvoluções de 
Fourier. As bandas sinalizadas com [a] referem-se às elongações simétricas e assimétricas 
das ligações CH em grupos metilo e as sinalizadas com [b] aos mesmos modos 
vibracionais dos grupos metileno. 
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Figura 5.15: Expansão da zona alifática dos espectros FTIR dos ácidos húmicos extraídos das camadas 
de sedimentos superficiais (A), intermédias (E) e profundas (J) dos locais povoados pela H. 
portulacoides (1), pela A. fruticosum (2) e sem plantas (3) e respectivas deconvoluções de 
Fourier. As bandas sinalizadas com [a] referem-se às elongações simétricas e assimétricas 
das ligações CH em grupos metilo e as sinalizadas com [b] aos mesmos modos 
vibracionais dos grupos metileno. 
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Relativamente aos espectros representados na figura 5.13, é na região dos 1900 cm-1 a 900 cm-1 
que se observam as maiores diferenças entre as amostras de SH (figuras 5.16 e 5.17). As principais 
bandas encontradas nesta região, bem como as suas possíveis atribuições encontram-se 
compiladas na tabela 5.6. As bandas referidas neste quadro surgem nos espectros das SH 
estudadas com diferentes intensidades relativas e, por vezes, deslocadas na sua frequência, 
permitindo obter alguma informação acerca das diferenças estruturais entre as substâncias húmicas 
sedimentares. 
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Figura 5.16: Espectros de FTIR e respectivas deconvoluções de Fourier das amostras de ácidos fúlvicos 
extraídos das camadas de sedimentos superficiais (A), intermédias (E) e profundas (J) dos 
locais povoados pela H. portulacoides (1), pela A. fruticosum (2) e sem plantas (3). Gama 
dos 1900 cm-1 a 900 cm-1. 
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Figura 5.17: Espectros de FTIR e respectivas deconvoluções de Fourier das amostras de ácidos húmicos 
extraídos das camadas de sedimentos superficiais (A), intermédias (E) e profundas (J) dos 
locais povoados pela H. portulacoides (1), pela A. fruticosum (2) e sem plantas (3). Gama 
dos 1900 cm-1 a 900 cm-1. 
Matéria Húmica de Sapal: Variações Estruturais e Complexação com Cobre 
 135
Tabela 5.6 
Bandas de absorção na região de 1900 a 900 cm-1 dos espectros FTIR das substâncias húmicas 
sedimentares. 
Nº de onda (cm-1) Possível atribuição Fontes Bibliográficas 
1720 Elongação C=O: 
Grupos carboxilo e grupos carbonilo de 
cetonas e aldeídos. 
Stevenson & Goh (1971); 
Plechanov et al. (1983); 
MacCarthy & Rice (1985); 
Peshel & Wild (1988); 
Santos & Duarte (1998). 
1660-1650 Elongação C=O: 
Grupo amida em peptídeos (banda 
amida I). 
Stevenson & Goh (1971); 
Bellamy (1975); 
Filip & Alberts (1989). 
 
1640-1620 Elongação C=O e/ou elongação C=C: 
Grupos CO em conjugação com C=C 
e/ou elongação C=C em anéis 
aromáticos. 
Plechanov et al. (1983); 
Peshel & Wild (1988); 
Kalbitz et al. (1999). 
1560-1550 Deformação N-H  (acoplada a   
elongação C-N): 
Grupos amida em polipeptídeos (banda 
amida II). 
Stevenson & Goh (1971);  
Bellamy (1975). 
1450-1400 Deformação C-H: 
Cadeias alifáticas.  
Deformação O-H e elongação C-O: 
Grupos OH em unidades fenólicas. 
Stevenson & Goh (1971); 
MacCarthy & Rice (1985). 
1260-1200 Elongação C-O e deformação O-H: 
Grupos carboxílicos. 
Stevenson & Goh (1971); 
Kalbitz et al. (1999). 
 
1090-1050 
 
Elongação C-O: 
Em estruturas do tipo carbohidrato e/ou 
estruturas aromáticas. 
Stevenson & Goh (1971); 
MacCarthy & Rice (1985); 
Filip & Alberts (1988) 
Peshel & Wild (1988); 
Alberts & Filip (1998). 
 
1050 Deformações C-H em anéis aromáticos: 
Unidades seringílicas e guaiacílicas. 
Santos & Duarte (1998). 
A primeira banda que surge nesta gama de frequências é a de 1720 cm-1, tendo as maiores 
intensidades relativas nas amostras de AF. Esta banda é associada à existência de grupos 
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carboxílicos. Outra banda associada a unidades carboxílicas é a que se centra aos comprimentos 
de onda dos 1200-1230 cm-1 e a 1250-1260 cm-1 nos espectros dos AF e AH sedimentares, 
respectivamente (Stevenson & Goh, 1971; Kalbitz et al., 1999). 
Comparando os espectros dos AH extraídos das diferentes camadas de sedimentos, verifica-se um 
aumento na intensidade relativa da banda a 1720 cm-1 com a profundidade, isto é, um aumento do 
conteúdo de grupos carboxílicos. Este facto vai de encontro aos resultados da análise elementar 
que apontavam para um aumento do conteúdo em oxigénio com a profundidade, corroborando a 
ocorrência de um enriquecimento em grupos funcionais contendo oxigénio, nomeadamente 
carboxílicos, ao longo de um perfil de profundidades de sedimentos anóxicos.  
A banda a 1550 cm-1 apenas ocorre nas substâncias húmicas extraídas dos sedimentos superficiais 
e nos ácidos húmicos das camadas intermédias dos sedimentos com plantas, sendo mais intensa 
nos espectros referentes à camada superficial dos locais com plantas. Essa banda é associada à 
presença de polipeptídeos, através da absorção ocorrida pelo grupo amida, envolvido nas ligações 
peptídicas (Stevenson & Goh, 1971; Peshel & Wildt, 1988). Bellamy (1975) designa esta banda 
como a banda “amida II”, devida à deformação NH e/ou à elongação C-N das amidas secundárias. 
Estas unidades estruturais parecem contribuir também para a absorção a 1660 cm-1 nos espectros 
das camadas superficiais e intermédias dos sedimentos com plantas. Esta banda é designada por 
“amida I” e deve-se à absorção do grupo carbonilo (Stevenson & Goh, 1971; Bellamy, 1975; Calace 
et al., 1999). 
Outros estudos também mostraram evidências de existência de material proteico em espectros 
FTIR de SH de sapais. Nomeadamente, Filip & Alberts (1988) relataram a presença das bandas 
amida I e amida II em espectros de SH extraídas de tecidos de Spartina alterniflora inoculados com 
uma cultura mista de microorganismos epifíticos. Mais recentemente, Santín et al. (2008) também 
obtiveram estas bandas nos espectros FTIR de AH extraídos de sedimentos de um sapal dominado 
por Juncus maritimus. Note-se ainda que esta evidência para a existência de mais unidades 
peptídicas na composição das SH dos sedimentos com biomassa vegetal, encontra-se de acordo 
com os valores obtidos para a razão C/N e com a existência da banda a 280 nm nos seus espectros 
de FMS. 
A banda de absorção centrada a 1660 cm-1 (amida I) parece sofrer um desvio para 1640-1630 cm-1 
nos espectros referentes às camadas de sedimentos profundos, de todos os locais, e intermédio do 
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local 3 (sem plantas). De igual forma, a banda a 1550 cm-1 (amida II) torna-se ausente nessas 
camadas de sedimentos e surge um ombro situado nos 1515 cm-1. Bandas a 1640-1630 cm-1 e a 
1515 cm-1 têm sido associadas a estruturas aromáticas (Filip & Alberts, 1988; Kalbitz et al., 1999). 
Em conformidade com estes resultados, é nestas camadas de sedimentos que as SH possuem os 
maiores valores de ε280. 
As deconvoluções da região dos 1900 cm-1 a 900 cm-1 dos espectros das SH sedimentares (figuras 
5.16 e 5.17) permitem visualizar melhor a evolução destas bandas ao longo do perfil de 
profundidades. Como se pode observar, à medida que aumenta a profundidade de sedimentos, os 
espectros FTIR das SH vêem as suas bandas a 1660 cm-1 diminuir e as bandas a 1630 cm-1 
aumentar. Estas evoluções são mais evidentes nos espectros dos AH dos sedimentos vegetados. 
De igual forma, as bandas situadas a 1550 cm-1 e 1515 cm-1, respectivamente, sofrem as mesmas 
evoluções nos espectros desses AH. Estas variações nos espectros dos AH dos locais vegetados 
demonstram uma diminuição no material proteico com a profundidade, acompanhada por um 
aumento no conteúdo aromático. 
Relativamente aos espectros apresentados nas figuras 5.16 e 5.17 verifica-se ainda que o espectro 
dos ácidos húmicos 1J demonstra uma diferença relativamente aos da mesma camada de 
sedimentos dos restantes locais e à camada 3E. Essa diferença refere-se à razão entre as 
absorções a 1720 cm-1 e 1630 cm-1, parecendo demonstrar um maior conteúdo de grupos 
carboxílicos e/ou um menor conteúdo aromático nos AH dos sedimentos 1J. Note-se que esses AH 
também possuem menores valores de ε280, relativamente aos dos sedimentos 2J, 3E e 3J. Kalbitz 
et al. (2000) observaram uma relação linear entre ε280 e a intensidade de absorção a 1620 cm-1, 
relacionando ambos os parâmetros com o carácter aromático das SH. 
Outras bandas onde as diferenças entre as amostras de SH são significativas são as que se situam 
a 1100-1080 cm-1 e a 1050-1040 cm-1. Estas bandas têm sido atribuídas à elongação C-O em 
polissacarídeos e/ou em anéis aromáticos substituídos, embora também possa haver alguma 
contribuição de impurezas de Si-O originárias de minerais de argila (Filip & Alberts, 1988; Santín et 
al., 2008). Enquanto os AH apresentam as duas bandas, os espectros dos ácidos fúlvicos apenas 
apresentam uma banda a 1090-1080 cm-1 e um ombro na gama inferior de números de onda (figura 
5.16). 
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Comparando os diferentes espectros dos AH, repara-se que as maiores intensidades relativas 
surgem nas camadas superficiais e intermédias dos locais colonizados, evidenciando a 
incorporação de estruturas típicas de polissacarídeos nos AH extraídos dessas camadas de 
sedimentos, devido à presença de biomassa vegetal. Existem algumas substâncias produzidas na 
rizosfera que constituem a denominada MO lábil que, por ser facilmente mineralizada, é uma fonte 
de carbono importante para os microorganismos de sapal e do estuário adjacente. Em 
consequência, junto às raízes desenvolve-se um filme biológico, constituído por biomassa 
bacteriana e uma substância mucilaginosa, resultante da transformação microbiana de 
polissacarídeos segregados pelas raízes (Stevenson & Cole, 1999; Varennes, 2003). Essa 
substância mucilaginosa é constituída essencialmente por glicoproteinas que podem ser integradas 
na composição das SH (Stevenson & Cole, 1999). Desta forma, pode ocorrer essa contribuição nos 
AH dos sedimentos vegetados. 
Nos espectros dos AF sedimentares, as maiores intensidades relativas destas bandas observam-se 
nos espectros relativos às camadas superficiais dos locais 1 e 3, sendo mais evidentes no local não 
colonizado. Uma vez que os polissacarídeos de origem microbiana podem ser percursores da 
formação de AF (McKnight et al., 1991), o material responsável pela existência destas bandas no 
espectro dos AF 3A será originário dos microrganismos bentónicos que se desenvolvem nas 
camadas superficiais dos sedimentos. No caso do local vegetado, o material responsável por estas 
bandas poderá ter como origem os resíduos vegetais que se acumulam à superfície e as 
comunidades microbianas associadas (Filip & Alberts, 1988). 
Analisando a relação de intensidades entre as bandas a 1100-1080 cm-1 e a 1050-1040 cm-1 dos 
AH, também se evidenciam diferenças que são mais notórias nas deconvoluções de Fourier. Os AH 
do local sem plantas não demonstram diferenças notórias entre camadas, ocorrendo sempre uma 
maior intensidade na banda situada a 1050-1040 cm-1. Porém, nos locais vegetados ocorrem 
diferenças entre as diferentes camadas de sedimento, demonstrando uma alteração na composição 
destas substâncias promovida pela presença das plantas.  
Os AH extraídos dos sedimentos intermédios dos locais vegetados parecem sofrer uma 
incorporação de estruturas do tipo carbohidrato, observável pela maior intensidade relativa da 
banda em redor dos 1100 cm-1, mais evidente no local 1. Essa banda diminui consideravelmente de 
intensidade no espectro do mesmo tipo de substâncias extraídas das camadas de sedimentos mais 
profundas dos mesmos locais. Repare-se ainda que a banda correspondente a números de onda 
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inferiores (1050-1040 cm-1) também é inferior nas mesmas camadas (1J e 2J). Porém, essa banda é 
significativamente inferior, nos espectros dos AH dos sedimentos intermédios do local sem plantas 
relativamente à mesma camada dos sedimentos vegetados. 
Este facto parece indicar diferentes contribuições de unidades estruturais consoante os sedimentos 
de onde provêm os AH. Nos espectros do local sem plantas essa banda poderá ter uma 
contribuição significativa de unidades aromáticas enquanto que nos dos locais vegetados a 
contribuição maioritária será de polissacarídeos. Conforme se demonstrará adiante, essas 
atribuições podem ser confirmadas pela análise dos espectros de RMN de 13C. 
Em síntese, pode-se afirmar que os espectros FTIR dos AH sedimentares em estudo se dividem em 
dois tipos: Tipo I, característico dos sedimentos superficiais de todos os locais e intermédios dos 
locais com plantas, onde está presente biomassa vegetal, de fitoplâncton e das comunidades 
bióticas associadas (1A, 1E, 2A, 2E e 3A) e Tipo II, característico dos sedimentos sem biomassa 
vegetal e mais profundos (1J, 2J, 3E e 3J). Quanto aos AF, uma vez que estes apresentam maiores 
variações, mesmo entre sedimentos com plantas, uma classificação deste género torna-se mais 
difícil. Note-se que já os espectros de FMS dos AF apresentam maiores variações entre os 
diferentes locais que os dos AH. Essas variações são mais notórias nas camadas superficiais de 
sedimentos, dando a impressão que os AF reflectem a presença de diferentes espécies vegetais 
e/ou de diferentes tipos de biota a estes associados. De facto, já foi demonstrado que diferentes 
espécies de plantas conduzem a diferentes actividades microbianas ao nível da rizosfera (Caravaca 
et al., 2005; Cunha et al., 2005). 
Relativamente aos dois tipos de espectros FTIR nos AH sedimentares, o tipo I caracteriza-se pela 
presença das bandas “amida I e II” de unidades peptídicas (1550 cm-1 e 1640 cm-1); menor 
conteúdo aromático e maiores teores de carbohidratos (1100-1090 cm-1 e 1050-1040 cm-1). Por 
outro lado, os espectros do tipo II caracterizam-se pela ausência das bandas amida I e II; maior 
conteúdo aromático (1630 cm-1) e menor conteúdo em carbohidratos. 
5.3.7. Espectroscopia de RMN de 13C no Estado Sólido 
De forma a conhecer da melhor forma possível as características estruturais e os grupos funcionais 
existentes nos AH sedimentares em estudo, estes foram analisadas por RMN 13C. Os seus 
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espectros encontram-se representados na figura 5.18. Estes espectros apresentam picos 
característicos de SH. Particularmente, os espectros dos AH da camada superficial de todos os 
locais e da camada E dos sedimentos vegetados têm uma forma semelhante aos espectros 
apresentados por Alberts et al. (1989) para AH de tecidos vegetais e sedimentos de um sapal norte-
americano, dominado por S. alterniflora.  
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Figura 5.18: Espectros de RMN 13C das amostras de ácidos húmicos extraídos das camadas de 
sedimentos superficiais (A), intermédias (E) e profundas (J) dos locais povoado pela H. 
portulacoides (1), pela A. fruticosum (2) e sem plantas. Identificação das regiões dos picos: 
[A] 150-210 ppm; [B] 110-150 ppm; [C] 90-110 ppm; [D] 65-90 ppm; [E] 45-65 ppm; [F] 0-45 
ppm. 
Na tabela 5.7 apresentam-se as zonas de desvios químicos onde surgem os picos nos espectros 
dos AH sedimentares em estudo, bem como as suas possíveis atribuições de acordo com uma 
análise bibliográfica (Hatcher et al., 1983; Alberts et al., 1989; Malcolm, 1989b; Filip et al., 1991; 
Jokić et al., 1994; Santos, 1994; Peuravuori & Pihlaja, 1998; Dignac et al., 2000; Chen et al., 2002; 
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Ussiri & Jonhson, 2003; Hsu & Hatcher, 2005; Adani et al., 2006; Santín et al., 2008; Xiaoli et al., 
2008). 
Tabela 5.7 
Desvios químicos nos espectros de RMN de 13C dos AH sedimentares e suas possíveis atribuições referidas 
pelas fontes bibliográficas. 
Classificação Desvio químico 
(ppm) 
Possíveis atribuições evocadas pelas fontes bibliográficas 
[A] 150-210 Carbonos em grupos carboxílicos; carbonos em grupos carbonilo 
(carbonos em aldeídos e cetonas); carbonos em grupos éster (ex: de 
lípidos); carbonos em grupos amida de peptideos ou açúcares aminados, 
e acetilados. 
[B] 110 - 150 
 
 
Carbonos aromáticos e insaturados; 110-120 ppm: carbonos aromáticos 
protonados; 118-122 ppm: carbonos aromáticos em posição orto 
relativamente a oxigénios substituintes de carbonos aromáticos; 120-140 
ppm: carbonos aromáticos não substituídos ou substituídos com cadeias 
alifáticas; 140-150 ppm: carbonos aromáticos substituídos por 
heteroátomos (ex.: fenóis, éteres ou aminas aromáticas, unidades 
estruturais da lenhina: guaiacilo-148 ppm e siringilo-153 ppm). 
[C] 90 - 110 Carbonos associados a dois átomos de oxigénio, através de ligação 
simples (carbonos anoméricos) em carbohidratos (polissacarídeos), 
cetais e acetais; carbonos aromáticos protonados, em posição orto 
relativamente a grupos metoxilo (ex.: siringilo). 
[D] 65 – 90 Carbonos alifáticos associados aos heteroátomos oxigénio (álcoois e 
éteres, nomeadamente C6 em carbohidratos e C2-C5 em carbohidratos 
cíclicos), ou azoto em peptídeos. 
[E] 45 - 55 Carbonos ligados por ligação simples a heteroátomos, incluíndo 
carbonos de grupo amina ou amida; carbonos em unidades éter; carbono 
em grupos metoxilo substituintes dos aneis aromáticos das lenhinas 
(unidades siringilo e guaiacilo). 
[F] 0 - 45 Carbonos de cadeias alifáticas não substituídas (alquilos): 
carbonos em grupos metilo, metileno e metino. 
Na tabela 5.8 apresentam-se as áreas relativas de cada uma destas regiões. Note-se, no entanto, 
que devido ao carácter semi-quantitativo associado à técnica de CPMAS as áreas calculadas para 
os carbonos da zona alifática podem estar sobrestimadas relativamente aos aromáticos. Porém, 
assumindo que esta limitação resulta da mesma forma para todas as amostras em estudo, pode-se 
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utilizar a quantificação das áreas relativas para um estudo comparativo das diferentes amostras de 
AH sedimentares. 
Tabela 5.8 
Áreas relativas (% de área total do espectro) de cada uma das regiões identificadas nos espectros dos AH 
sedimentares em estudo. [A] C=O (150-210 ppm); [B] carbonos aromáticos (110-150 ppm); [C] carbonos 
anoméricos (90-110 ppm); [D] carbonos em grupos N-alquilos/O-alquilos (65-90 ppm); [E] carbonos em 
grupos N-alquilos/metoxilos (45-65 ppm); [F] carbonos em grupos alquilos (0-45 ppm). 
 Área relativa (%) 
Húmicos [A] [B] [C]  [D]  [E]  [F] 
1A 20,5 9,69 5,01 20,5 4,73 39,5 
1E 16,1 11,6 5,21 24,4 8,42 34,3 
1J 28,8 20,3 3,68 15,5 4,47 27,3 
2A 20,8 6,25 3,83 15,6 3,25 50,3 
2E 17,2 8,87 5,07 23,6 9,04 36,2 
2J 30,6 21,3 3,61 14,5 5,57 24,4 
3A 20,8 10,3 3,71 16,0 5,25 44,0 
3E 24,8 19,8 5,21 14,6 2,67 32,9 
3J 29,3 16,1 5,42 14,5 2,29 32,4 
Picos na região de desvio químico de 150-210 ppm, pico [A], são devidos à presença de carbono 
em grupos carbonilo. Assim, as unidades estruturais que podem contribuir para sinais nesta região 
são os aldeídos e as cetonas, os grupos éster (por exemplo, de estruturas lipídicas), os grupos 
amida de peptídeos ou açúcares aminados e os grupos carboxílicos. 
Os picos nos espectros de RMN 13C dos AH sedimentares em estudo que se situam nesta região 
estão centrados no desvio químico de 170+3 ppm. Adani et al. (2003) obtiveram um pico a 173 ppm 
em espectros de RMN 13C de AH extraídos de um solo e de um composto resultante da 
decomposição de material vegetal, que atribuiram a carbonos em grupos C(X)=O nas cadeias 
longas de ácidos gordos (X=OH) e/ou ésters (X = OR) e amidas (CONRR’).  Santín et al. (2008) 
associam a presença de um pico a 172  ppm nos espectros de AH de solos de sapais colonizados 
por Juncus maritimus, à presença de carbonos em grupos carboxílicos. Esta atribuição está de 
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acordo com Peuravuori & Pihlaja (1998) que afirmam que picos situados na região dos 160-190 ppm 
são maioritariamente devidos a grupos carboxílicos, sendo os grupos carbonilos em aldeídos e 
cetonas responsáveis por picos situados na região dos 190-220 ppm. 
Alberts et al. (1989) afirmam que carbonos em grupos amida das ligações peptídicas também 
podem ser responsáveis pelo pico a 173 ppm observado pelos autores nos espectros de SH 
extraídas de tecidos vivos e mortos de S. alterniflora e de sedimentos em redor. Filip et al. (1991) 
conseguiram estabelecer uma relação directa entre a razão N/C e a área relativa deste pico. 
Contrariamente a esse estudo, no presente trabalho foi detectada uma relação directa entre a razão 
inversa, C/N, e a área relativa do pico [A] (r=0,86, n=9, p=0,034). Estes resultados evidenciam que a 
intensidade deste pico nos espectros de RMN 13C dos AH sedimentares em estudo não se deve 
maioritariamente à presença de grupos amida de estruturas peptídicas, que possuem valores baixos 
das razões C/N. Assim, esse pico será maioritariamente devido à presença de grupos carboxílicos, 
não sendo de excluir, no entanto, alguma contribuição de grupos amida. 
Os AH sedimentares com maior intensidade do pico [A] nos seus espectros são os que foram 
extraídos das camadas mais profundas de sedimentos (camadas J) e da camada intermédia do 
local sem plantas - 3E (tabela 5.8). Estas foram as amostras que apresentaram maior intensidade 
da banda a 1720 cm-1, nos espectros de FTIR, associada à presença de grupos carboxílicos. Além 
disso, tal como será demonstrado no capítulo VI, os resultados das titulações potenciométricas 
ácido/base evidenciaram que os AH com mais grupos funcionais do tipo carboxílico foram os 
representativos das camadas profundas e da camada intermédia do local sem plantas. Estes 
resultados corroboram a atribuição do pico [A] a grupos carboxílicos nestas amostras 
Contrariamente aos resultados obtidos para a razão C/O e para as intensidades da banda a 1720 
cm-1, que evidenciavam um aumento do conteúdo carboxílico com a profundidade, nos espectros 
RMN 13C dos AH dos locais vegetados são nas camadas intermédias (1E e 2E) que se observam as 
menores áreas relativas do pico [A]. Estas áreas relativas podem ter sofrido um efeito de diluição 
como resultado do elevado conteúdo de carbonos em estruturas do tipo carbohidrato encontrado 
nessas amostras, conforme se referirá mais adiante. 
Na região dos carbonos aromáticos e insaturados, região [B], com desvios químicos compreendidos 
entre 110 ppm e 150 ppm, ocorrem dois picos nos espectros dos AH sedimentares. Um centrado a 
115+1 ppm e outro a 127+2 ppm. Sinais entre os 110 e os 140 ppm nos espectros RMN de AH têm 
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sido atribuídos a carbonos aromáticos não substituídos ou substituídos por cadeias alifáticas ou 
heteroátomos (Malcolm, 1989b; Santos, 1994; Peuravuori & Pihlaja, 1998; Chen et al., 2002; Ussiri 
& Jonhson, 2003; Hsu & Hatcher, 2005; Santín et al., 2008). Nos espectros dos AH dos sedimentos 
mais profundos de todos os locais (J) e intermédios do local sem plantas (3E) esses picos 
encontram-se menos individualizados devido à perda da identidade dos componentes bioquímicos 
originais por decomposição (Ussiri & Jonhson, 2003).  
Comparando os espectros da figura 5.18, bem como as áreas relativas determinadas para as suas 
bandas (tabela 5.8) verifica-se que as intensidades relativas dos picos situados na região dos 
carbonos aromáticos (região [B]) sofre um incremento com a profundidade. Nos locais vegetados 
esse incremento verifica-se ao longo de todo o perfil, sendo mais acentuado entre a camada 
intermédia e a profunda. Nos AH dos sedimentos sem plantas a área relativa da região [B] sofre um 
incremento acentuado da camada superficial para a intermédia, e decresce ligeiramente da camada 
intermédia para a mais profunda. Estes resultados estão em concordância com os valores de ε280 
obtidos nos espectros de UV-Visível e com a presença das bandas a 1640-1630 cm-1 nos espectros 
FTIR dos AH extraídos dos sedimentos profundos de todos os locais e intermédios do local sem 
plantas. É de realçar a grande diferença de aromaticidade dos AH da camada E dos sedimentos 
não colonizados relativamente aos colonizados 
Santín et al. (2008) no seu estudo com diferentes sapais de Juncus maritimus situados em 
Villaviciosa, no Norte de Espanha, também verificaram uma tendência geral para o aumento na 
aromaticidade nos AH sedimentares com a profundidade, com uma excepção num sapal localizado 
numa laguna costeira com fraca influência tidal. Este juncal foi o que forneceu AH com maior 
aromaticidade nas camadas superficiais de solo. 
As diferenças na aromaticidade nos diferentes perfis de profundidades e em diferentes locais de 
sapal, observados no presente estudo e no estudo efectuado por Santín et al. (2008), demonstram 
que alterações no ambiente sedimentar podem levar a alterações na composição dos AH. No caso 
do presente estudo, a presença de tecidos vegetais em decomposição nas camadas intermédias 
dos sedimentos com plantas promoveu uma diminuição no grau de aromaticidade nos AH, 
relativamente aos da mesma camada dos sedimentos sem plantas. 
De facto, Filip et al. (1991) no seu estudo com AH resultantes de sapais de S. alterniflora verificaram 
que as amostras resultantes de tecidos vegetais frescos antes e depois de terem sido inoculados 
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com uma população microbiana epifitica possuíam menos aromaticidade que AH extraídos dos 
sedimentos adjacentes. Estes autores afirmam ainda ter verificado um incremento da aromaticidade 
nos AH durante a decomposição inicial dos tecidos das plantas, referindo que durante a sua 
incorporação nos sedimentos, os AH sofrem poucas ou nenhumas transformações. Esta 
observação poderá explicar o facto de não ocorrer uma diferença na aromaticidade entre os AH das 
camadas intermédia (3E) e mais profunda (3J) do local sem plantas. 
É, de facto, ao nível da camada intermédia de sedimentos que as maiores diferenças entre os locais 
com plantas e sem plantas ocorrem. Para além das diferenças observadas na região dos carbonos 
aromáticos, os espectros RMN 13C de AH extraídos dos sedimentos intermédios dos locais com 
plantas (1E e 2E) apresentam um pico bem individualizado na região dos 95-105 ppm (figura 5.18), 
atribuído a carbonos ligados por ligação simples a dois átomos de oxigénio (Filip et al., 1991; Dignac 
et al., 2000). Este pico também está presente nos espectros correspondentes aos AH dos 
sedimentos superficiais de todos os locais (1A, 2A e 3A). Nos espectros dos AH dos sedimentos 
intermédios do local sem plantas (3E), bem como nos dos sedimentos mais profundos (1J, 2J e 3J), 
esse pico parece ter sido obscurecido pela elevada intensidade do sinal na região dos carbonos 
aromáticos. 
Uma vez que sinais situados na região dos 95-105 ppm, região [C] resultam de ressonâncias em 
carbonos ligados por ligação simples a dois átomos de oxigénio, estes têm sido atribuídos a 
carbonos anoméricos de polissacarídeos (Baldock et al., 1990; Santos, 1994; Santín et al., 2008). 
Estruturas desse tipo contêm também vários carbonos ligados por ligação simples a um átomo de 
oxigénio, os quais dão origem a picos na zona [D] (65-75 ppm). Nesta região de desvios químicos, 
os AH sedimentares em estudo apresentam um pico centrado a 70 ppm (figura 5.18). Alberts et al. 
(1989) obtiveram um pico a 74 ppm em todos os espectros de 13C RMN do seu estudo, associando-
o à existência de carbohidratos. Chen et al. (2002) obtiveram um pico intenso a aproximadamente 
75 ppm, numa fracção de MO aquática rica em carbohidratos. Dignac et al. (2000) identificam um 
pico a 71 ppm em espectros RMN 13C de MO extraída de águas residuais brutas e tratadas pelo 
processo lamas activadas, atribuindo-o à ressonância de carbonos alquilos ligados a oxigénio em 
polissacarídeos. 
Note-se que são os AH cujos espectros continham o pico [C] bem individualizado, isto é, os AH das 
camadas superficiais de todos os locais e intermédias dos locais vegetados, aqueles em que se 
observam as maiores intensidades relativas na região [D] (tabela 5.8), principalmente os das 
Matéria Húmica de Sapal: Variações Estruturais e Complexação com Cobre 
 146
camadas de sedimentos 1E e 2E. Estes AH apresentam também espectros FTIR com as maiores 
intensidades relativas das bandas a 1100 cm-1. Este facto evidencia a presença de estruturas do 
tipo carbohidrato nestas amostras. 
Relativamente ao pico situado na região [E], centrado a 54+3 ppm, este é habitualmente apontado 
como sendo devido à presença de carbonos em grupos metoxilo substituintes nos aneis aromáticos 
das lenhinas (Alberts et al., 1989; Santos, 1994). No entanto, devido à liberdade de rotação do 
grupo metoxilo, esse pico costuma ser estreito. Nos espectros dos AH sedimentares em estudo, 
esse pico apresenta-se relativamente largo. Para além disso, os carbonos aromáticos das lenhinas 
a que estão ligados os grupos metoxilo dão sinais na zona dos 140-150 ppm, estando ausentes nos 
espectros dos AH em estudo. Dignac et al. (2000) atribuiram esse pico à presença de átomos de 
carbono ligados a grupos amina em aminoácidos e peptídeos. Os mesmos autores referem que a 
presença de aminoácidos também contribui para os picos situados a 175 ppm (região [A]) e a 25 
ppm (região [F]), devidos à ressonância de carbonos em grupos alquilos. 
Assim, as ressonâncias de carbonos ligados a grupos amina contrinbuem para o pico [E] nos 
espectros dos AH em estudo. Esta atribuição dá-se principalmente nos espectros dos AH dos 
sedimentos superficiais de todos os locais e dos intermédios dos locais com plantas. Estes AH 
foram os que possuiram menores valores das razões C/N, maiores intensidades da banda a 280 nm 
nos espectros de fluorescência síncrona e maiores intensidades relativas das bandas amida I e 
amida II dos espectros FTIR. Note-se ainda que são estes AH os que possuem maior intensidade 
do pico situado na região [F], entre os 0 e os 45 ppm, devido a carbonos alifáticos.  
5.4. CONCLUSÕES 
5.4.1. Características Gerais das Substâncias Húmicas Sedimentares 
As várias técnicas instrumentais e de análise, utilizadas para caracterizar as SH sedimentares em 
estudo, permitiram a obtenção de informação sobre alguns aspectos relacionados com a diagénese 
destas substâncias e sobre as transformações na sua estrutura e composição ao longo de perfis de 
profundidade de sedimentos com diferentes ocupações vegetais. 
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Relativamente à sua composição elementar, os valores de %N e de %H nos AH mostraram uma 
tendência decrescente com a profundidade, sendo esta mais acentuada nos sedimentos com 
plantas. Esta tendência reflecte um consumo sucessivo de material peptídico e carbohidratos. A 
tendência decrescente da presença deste tipo de materiais com a profundidade, também foi 
evidenciada através do desaparecimento do pico de degradação nas temperaturas compreendidas 
entre 304ºC e 331ºC nos termogramas dos AH das camadas mais profundas de sedimento, do 
desaparecimento da banda a 280 nm nos espectros de FMS, do desaparecimento das bandas 
amida I e amida II (a 1550 cm-1 e 1660 cm-1, respectivamente), diminuição das intensidades das 
bandas a 1100-1080 cm-1 e 1050-1040 cm-1 nos espectros de infravermelho e diminuição da área 
relativa das bandas situadas na região dos desvios químicos compreendida entre 0 e 45 ppm nos 
espectros de RMN 13C dos mesmos AH. 
Foi verificada uma tendência geral inversa para o grau de humificação, expresso nos valores da 
razão entre a %C e a %N (C/N), de absortividades a 280 nm e 340 nm (E2/E3) e intensidades de 
fluorescência molecular a 280 nm e 454 nm (I280/I454) e no grau de aromaticidade, obtida através dos 
valores da razão C/H, de absortividade a 280 nm (ε280), das bandas a 1640-1630 cm-1 e 1515 cm-1 
nos espectros de infravermelho e dos valores da área relativa das bandas situadas na região dos 
desvios químicos compreendida entre 110 e 150 ppm nos espectros de RMN 13C. 
Os valores da %O, da intensidade da banda a 1720 cm-1 nos espectros FTIR e da área relativa das 
bandas situadas na região do desvios químicos compreendida entre 150 e 210 ppm nos espectros 
de RMN 13C dos AH também foi, de um modo geral, crescente ao longo dos perfis de profundidade, 
mostrando uma incorporação de grupos funcionais contendo O, tais como grupos carboxílicos, com 
a humificação. Este comportamento coincide com a degradação anaeróbia da lenhina (Stevenson & 
Cole, 1999) e pode resultar num aumento da capacidade de complexação dos AH com metais 
(Tipping, 2002). 
Os grupos funcionais que contêm S também podem ser importantes ligandos para a interacção das 
SH e os metais (Robinson, 1990; De Kok et al., 1993; Tang et al., 2000). Os valores de S nos AH 
variaram entre os 1,12% e os 2,87%. Em algumas camadas foi observada uma incorporação mais 
significativa de compostos contendo enxofre nos AH que, nuns casos, poderá ser resultando da 
presença de tecidos vegetais e, noutros, da presença de fitoplâncton e algas marinhas (Kocsis et 
al., 1998; Tang et al., 2000). 
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Para além das características gerais supracitadas, foi possível constatar a ocorrência de diferenças 
significativas entre as amostras de SH extraídas das diferentes camadas de sedimentos. 
Particularmente, foi notória a ocorrência de diferenças entre os sedimentos colonizados por plantas 
e os não colonizados, sendo possível subdividir os AH em estudo em duas classes, de acordo com 
as suas características composicionais e espectroscópicas: 
• AH do Tipo I: AH de todos os sedimentos superficiais (0 a 5 cm de profundidade) e das 
camadas intermédias dos sedimentos com plantas (20 a 25 cm de profundidade); 
• AH do Tipo II: AH de todos os sedimentos profundos (45 a 50 cm de profundidade) e das 
camadas intermédias dos sedimentos sem plantas (20 a 25 cm de profundidade). 
As características de cada tipo de AH, bem como as diferenças no ambiente sedimentar que 
conduziram às variações diagenéticas observadas nas SH sedimentares, serão sumariamente 
recordadas e analisadas no tópico que se segue.  
Quanto aos AF, os resultados da caracterização destas substâncias foram mais ambíguos, 
revelando menos tendências claras. No entanto, alguns resultados da caracterização 
espectroscópica destas substâncias permitiu distinguir os AF extraídos das camadas superficiais de 
sedimentos com os AF das restantes camadas de sedimentos. Nomeadamente, foram os AF das 
camadas superficiais os que apresentaram as seguintes características: menor humificação, 
visualizada através das menores intensidades verificadas nos espectros de absorvância no UV-
visível; a presença de conteúdo peptídico no seu seio, demonstrada através do aparecimento da 
banda a 280 nm de excitação nos seus espectros de FMS e da banda a 1550 cm-1 nos seus 
espectros FTIR; a presença de carbohidratos nos AF das camadas superficiais dos locais 1 e 3, 
demonstrada através da banda a 1090-1080 cm-1 nos seus espectros FTIR; Maiores evidências das 
diferenças entre os três locais de amostragem de sedimentos, demonstradas pelas formas dos 
espectros de FMS e FTIR, nomeadamente no intervalo de comprimentos de onda compreendidos 
entre 1900 cm-1 e 900 cm-1. 
Comparativamente com os AH, os AF mostraram as mesmas tendências crescentes com a 
profundidade nos valores da razão C/N e nos valores de intensidade de FMS a 340 nm. 
Relativamente aos AH das mesmas camadas de sedimentos, os espectros FTIR dos AF revelaram 
um maior conteúdo em grupos carboxílicos, visível através das maiores intensidades da banda a 
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1720 cm-1 e uma tendência geral para possuirem mais valores da razão C/N relativamente aos AH 
das mesmas camadas. 
5.4.2. Alterações Induzidas pela Colonização Vegetal  
Tendo em consideração os dois tipos de AH identificados no tópico anterior, é fácil constatar que os 
AH do tipo I são os que reflectem o efeito da presença de plantas na sua composição e estrutura. 
Estes AH caracterizam-se por um maior conteúdo em material biogénico pouco alterado do tipo 
proteico e carbohidratado. Os valores inferiores de C/N, próximos dos do sedimento, a existência 
nos espectros de fluorescência de uma banda a 280 nm, das bandas de absorção no infravermelho 
a 1550 cm-1 e a 1660 cm-1 e dos picos de RMN 13C ao desvio químico de 54+3 ppm, atribuídos à 
presença de aminoácidos, demonstraram a incorporação de material proteico nos AH destas 
camadas de sedimentos. A presença de estruturas carbohidratadas nos AH das mesmas camadas 
foi revelada pela maior intensidade das bandas de absorção no infravermelho a 1050-1040 cm-1 e 
1090-1080 cm-1 e pelos picos aos desvios químicos de 95-105 ppm e 65-75 ppm nos seus 
espectros RMN 13C. Saliente-se ainda o comportamento termicamente menos refractário, o menor 
grau de maturação e aromaticidade dos AH do tipo I relativamente aos do tipo II. 
Relativamente aos AF, apenas os das camadas de sedimentos superficiais revelaram uma maior 
presença de estruturas carbohidratadas e peptídicas. Para além disso, estes AF apresentaram 
maiores diferenças de local para local, nos espectros de fluorescência síncrona e nos espectros 
FTIR, quando comparando com os AF extraídos das outras camadas de sedimentos. 
A presença de estruturas polipeptídicas e carbohidratadas na composição das SH das camadas 
superficiais dos sedimentos com plantas será devida à presença de tecidos vegetais e resultado da 
actividade dos organismos bacterianos e fúngicos, colonizadores dos detritos que se acumulam 
sobre estes sedimentos. Nos sedimentos superficiais do local sem plantas a presença desses 
componentes estruturais nas SH estará associada ao biofilme formado pelos organismos bentónicos 
e pelo fitoplâncton que se desenvolve na coluna de água sobrejacente. Nas camadas intermédias 
dos sedimentos colonizados, a existência de material peptidico e carbohidratos nos AH estará 
associado à presença de material celulósico dos tecidos vegetais, bem como à actividade das 
comunidades microbianas heterotróficas que se desenvolvem nos tecidos vegetais mortos. 
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Os AH do tipo II, bem como os AF das mesmas camadas de sedimentos possuem um maior 
conteúdo aromático e encontram-se num estado mais avançado de humificação, relativamente às 
SH das camadas de sedimentos correspondentes aos AH do tipo I. Estas características foram 
reveladas pela maior resistência térmica nos AH, pelos maiores valores da razão C/N e do 
parâmetro ε280 e pelas maiores intensidades de fluorescência aos comprimentos de onda de 
excitação superiores (340 nm e 454 nm para AF e AH, respectivamente), reflectindo a presença de 
estruturas aromáticas conjugadas nestas SH. A presença de uma banda de absorção no 
infravermelho associada à existência de estruturas aromáticas (1640-1630 cm-1) e os maiores 
valores da área relativa das bandas situadas no intervalo de desvios químicos entre 110 ppm e 150 
ppm nos espectros de RMN 13C dos AH também contribuiram para essa revelação. 
Assim, demonstra-se que a presença de plantas colonizadoras de sedimentos de um sapal, conduz 
a alterações profundas no meio envolvente, promovendo uma incorporação e a preservação de 
material biogénico pouco humificado na mistura de SH. Conforme será adiante explicado, essas 
alterações promoveram uma alteração no seu comportamento ácido/base e capacidade de 
complexação com o cobre. 
Acrescente-se ainda que os resultados das diferentes técnicas de caracterização utilizadas 
mostraram evidências de diferentes tendências na composição e estrutura das SH, consoante o 
local de onde foram extraídas. Para além das diferenças induzidas pela presença das plantas, 
diferentes espécies de plantas também parecem promover, diferentes vias de diagénese das SH 
sedimentares. Diferentes tipos de plantas podem implicar diferentes organismos associados. A 
presença de organismos bentónicos e a bioturbação podem promover a criação de condições 
favoráveis para o incremento do desenvolvimento microbiológico, com consequente degradação por 
mineralização de determinados compostos lábeis presentes nas SH e uma re-humificação de 
compostos que tenham resultado da metabolização das SH. Por outro lado, também podem existir 
factores inibidores relacionados com a presença de determinada espécie de plantas, dificultando o 
desenvolvimento de determinadas comunidades microbianas, resultando numa preservação de 
determinados biocompostos percursores das SH. 
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VI. 
PROPRIEDADES ÁCIDO/BASE DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
SEDIMENTARES 
6.1. INTRODUÇÃO 
6.1.1. Modelos de Ionização das Substâncias Húmicas 
A disponibilidade das substâncias húmicas para complexar com metais depende, em larga escala, 
do seu conteúdo em grupos funcionais ácidos, isto é, do seu conteúdo em grupos capazes de doar 
protões. Os grupos funcionais ácidos maioritários nas SH são os grupos carboxílicos e fenólicos 
(Ritchie & Perdue, 2003; Tipping, 2002). Muitas vezes a concentração desses grupos funcionais é 
estimada tendo em consideração alguns pressupostos empíricos e assumindo que todos os grupos 
carboxílicos são titulados até pH 7,0 ou pH 8,0 e que metade dos grupos fenólicos são titulados 
entre o pH 8,0 e o pH 10,0 (Thurman, 1985; Cabaniss, 1991; Santos et al., 1999; Ritchie & Perdue, 
2003). 
Porém, as SH são uma mistura complexa de ácidos polipróticos cujas constantes de acidez 
abrangem gamas de valores que se sobrepõem. Como resultado, as suas curvas de titulação 
ácido/base possuem poucas inflexões visualmente definidas, tornando difícil a detecção das zonas 
de equivalência e, consequentemente, a estimativa dos diferentes grupos funcionais ácidos. 
O comportamento ácido/base das SH é afectado pela sua heterogeneidade química e pelos efeitos 
electrostáticos resultantes da acumulação de carga nas moléculas (Santos, 1994). O primeiro factor 
resulta da existência de grupos funcionais diferentes ou que, sendo do mesmo tipo, se encontram 
em diferentes unidades estruturais, possuindo portanto diferentes constantes de acidez intrínseca. 
O segundo factor resulta da acumulação de carga negativa nas moléculas durante a titulação 
originando um potencial electrostático à sua superfície que dificulta a libertação de mais protões. 
Como consequência, as constantes de ionização dos diferentes grupos funcionais vão diminuindo. 
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Uma vez que permitem a generalização para várias condições de equilíbrio, possibilitando 
extrapolar os resultados experimentais para os sistemas naturais, muitos autores têm tentado 
modelar as propriedades ácido-base das SH considerando tanto a heterogeneidade química como 
os efeitos electrostáticos (Tipping et al., 1990; Bartschat et al., 1992; de Wit et al., 1991; 1993a,b; 
Nederlof et al., 1993; Tipping, 1993; 1998; Koopal et al., 1994; 2001; Fukushima et al., 1995; van 
Riemsdijk et al., 1996; Kinniburgh et al., 1999; Robertson & Leckie, 1999; Croué et al., 2003; 
Gustafsson & Kleja, 2005). 
De acordo com Tipping (2002), a descrição mais simples das interacções electrostáticas é aquela 
que é baseada na teoria de Debye-Hückel que consiste no desenvolvimento da equação de 
Poisson-Boltzmann para o caso em que o macroião é modelado como uma esfera impenetrável. 
Esta teoria foi utilizada em diversos estudos envolvendo SH (Wilson & Kinney, 1977; Tipping et al., 
1990; Bartschat et al., 1992; Fukushima et al., 1995). Barak & Chen (1992) utilizaram a equação de 
Poisson-Boltzmann para um macroião impenetrável, mas com uma geometria cilíndrica dado que, 
de acordo com estes autores, as SH húmicas são melhor representadas com essa geometria. No 
entanto, De Wit et al. (1993a) estudaram os dois tipos de geometria, chegando à conclusão que 
ambas são boas para modelar os efeitos electrostáticos. Mais tarde, Robertson & Leckie (1999) 
tentaram modelar os efeitos da força iónica sobre a dissociação de protões em AH de solos mas 
não consideraram os resultados satisfatórios, nem com a geometria esférica, nem com a cilíndrica. 
Como resultado, estes autores sugerem que para modelar os efeitos electrostáticos terão que ser 
consideradas entidades com geometrias variáveis. 
Outros modelos ignoram os efeitos electrostáticos (Sposito et al., 1977; Perdue & Lytle, 1983; 
Perdue et al., 1984; Paxeus & Wedborg, 1985; Dzombak et al., 1986; Fish et al., 1986; Leuemberger 
& Schindler, 1986; Aleixo et al., 1992; Ritchie & Perdue, 2003). Nestes casos as constantes 
determinadas são constantes aparentes, uma vez que são específicas para as condições 
experimentais utilizadas (força iónica, temperatura, concentração de catiões, etc.). 
Dentro deste tipo de modelos, existem aqueles que consideram as SH como uma mistura conjuntos 
discretos de ácidos monopróticos (Paxeus & Wedborg, 1985; Aleixo et al., 1992; Abate & Masini, 
2001) e aqueles que consideram que os locais de protonação apresentam uma distribuição contínua 
de frequências relativamente às respectivas constantes de equilíbrio (Perdue & Lytle, 1983; Perdue 
et al., 1984; Leuemberger & Schindler, 1986; Ritchie & Perdue, 2003). Dzombak et al. (1986) 
compararam as duas abordagens e chegaram à conclusão que a aplicação de alguns modelos 
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contínuos conduzia a um conjunto de ligandos discretos. Para além disso, os mesmos autores 
verificaram que os modelos contínuos eram altamente sensíveis a erros experimentais (Fish et al., 
1986). 
Note-se que dentro da classe de modelos que consideram quer a heterogeneidade quer os efeitos 
electrostáticos também há aqueles que representam a heterogeneidade química através de 
modelos discretos (Ephraim et al., 1989; Bartschat et al., 1992;Tipping & Hurley, 1992; Tipping, 
1993) e outros que utilizam distribuições contínuas (de Wit et al., 1993b; Nederlof et al., 1993; 
Fukushima et al., 1995). Dentro dos modelos discretos, existem aqueles que consideram que todos 
os grupos funcionais ácidos de determinado tipo (ex: carboxílicos) são idênticos, atribuindo a 
variação da constante de ionização aparente apenas aos efeitos electrostáticos (Wilson & Kinney, 
1977; Dempsey & O´Melia, 1983). Estes modelos designam-se por modelos de polielectrólito e têm 
sido considerados pouco realistas uma vez que ignoram o carácter heterogéneo das SH (Davis & 
Mott, 1981; Santos, 1994; Tipping, 2002). 
Dado que os grupos funcionais com propriedades ácido-base estão envolvidos na complexação 
com metais, esta depende do pH. Assim, foram desenvolvidos muitos modelos que incorporam 
equilíbrios competitivos ácido-base e de complexação, pretendendo considerar todos os catiões que 
possam estar envolvidos nesses equilíbrios. Entre esses modelos podem referir-se o de Donnan 
(Benedetti et al., 1995), o “NonIdeal Competitive Adsorption” (NICA) (Koopal et al., 1994), o NICA-
DONNAN (Kinniburgh et al., 1996; Koopal et al., 2001), o “Analytical Isotherm Equa “COnsecutive 
NICA” (CONICA) (van Riemsdijk et al., 1996), o “Consistent NICA” (NICCA) (Kinniburgh et al., 
1999), o NICCA-DONNAN (Benedetti et al., 1996; Kinniburgh et al., 1999), os “Modelos de Ligação 
Húmico-Ião” (“Humic Ion Binding Models”) V (Tipping & Hurley, 1992; Tipping, 1993) e VI (Tipping, 
1998) e o mais recente “Stockholm Humic Model-SHM” (Gustafsson, 2001). 
De acordo com Tipping (2002) a escolha do modelo a utilizar deve ter em consideração o objectivo 
do estudo, podendo ser utilizado para a formalização de determinadas hipóteses. Ritchie & Perdue 
(2003), no seu estudo comparativo dos equilíbrios de protonação de 14 amostras padrão e de 
referência de SH, consideraram que a utilização de um modelo simples que ignora os efeitos 
electrostáticos era adequada uma vez que todas as titulações foram efectuadas nas mesmas 
condições de temperatura, força iónica e concentração de carbono orgânico. No caso do presente 
estudo, pretende-se avaliar até que ponto as alterações composicionais e estruturais que ocorrem 
nos AH sedimentares do sapal conduzem a diferentes comportamentos ácido/base. Uma vez que a 
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resposta a esta questão pode ser respondida através de um estudo comparativo, pode-se optar por 
um modelo simples que traduza os equilíbrios ácido/base com as mesmas condições para todas as 
amostras em estudo.   
No presente estudo os ensaios foram conduzidos a uma força iónica constante, 0,1 M, a qual é 
comum à maioria dos conjuntos de dados publicados e é suficientemente elevada para que os 
efeitos electrostáticos sejam pequenos (Ritchie & Perdue, 2003). Assim, optou-se por ignorar os 
efeitos electrostáticos e escolher um modelo simples que permitisse a comparação das diferentes 
amostras em estudo. O modelo escolhido foi o de uma mistura de ácidos monopróticos que a seguir 
se descreve (Santos, 1994). 
6.1.2. Modelo de uma Mistura Discreta de Ácidos Monopróticos 
Uma solução contendo SH constitui uma mistura de vários ácidos polipróticos do tipo HnB, cujos 
equilíbrios de ionização são traduzidos pelas seguintes equações: 
HnB Hn-1B- + H+ [6.1] 
Hn-1B-  Hn-2B-2 + H+ [6.2] 
...  
HB-n+1  B-n + H+ [6.3] 
e pelas constantes estequimétricas (k1, k2, ..., kn) determinadas através das seguintes expressões: 
k1= [Hn-1B-] [H+]/ [HnB] [6.4] 
K2= [Hn-2B-2] [H+]/ [Hn-1B-] [6.5] 
...  
Kn= [B-n] [H+]/ [HB-n+1] [6.6] 
Uma vez que a curva de titulação de um ácido poliprótico HnB é idêntica à de uma mistura de n 
ácidos monopróticos do tipo HB e de igual concentração (Simms, 1926), os seus resultados podem 
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ser analisados como se dessa mistura se tratasse, obtendo-se as constantes de acidez dos ácidos 
monopróticos do modelo, as constantes de Simms (Ks1, Ks2,..., Ksn), que estão relacionadas com as 
constantes estequiométricas anteriores através das seguintes expressões: 
∑
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...  
k1k2 k3... kn= ks1 ks2ks3... ksn [6.10] 
Considerando a ionização de cada ácido monoprótico HAi da mistura, temos que: 
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A concentração total ( ic ) desse ácido monoprótico é dada por: 
][A ][HAc -iii +=  [6.13] 
Substituindo ][HAi de acordo com [6.12], temos que: 
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Uma vez que [ ]∑
=
−
n
i
iA
1
 representa a quantidade (mol) de protões libertados por litro de solução, se 
dividirmos pela concentração de AH, expressa em g/L, obtemos a quantidade de protões libertados 
por grama de AH, ou seja, a carga negativa específica dos ácidos húmicos, Q (molg-1): 
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[6.15] 
em que { }L  é a concentração total de ácidos húmicos (modelada como mistura de ácidos 
monopróticos), expressa em g L-1. Assim, substituindo [ ]−iA  pela expressão [6.14], temos que: 
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onde igc  (expresso em mol/g) corresponde ao conteúdo de ácido do tipo i em um grama de AH. 
Desta forma, os conteúdos de cada tipo de ácido e as respectivas constantes de ionização podem 
ser determinados através do ajuste da curva traduzida pela equação [6.16] aos dados experimentais 
de Q  e [H+]. Os valores experimentais de Q  são calculados a partir da equação de balanço de 
carga, como se descreve mais adiante, no sub-capítulo 6.2.7.4. Embora nem sempre seja verdade, 
o conteúdo de ácidos do tipo i já foi interpretado como conteúdo de grupos funcionais ácidos de um 
determinado tipo nas SH, caracterizados por uma dada acidez intrínseca (Abate & Masini, 2001). 
6.1.3. Titulações Potenciométricas de pH 
De um modo geral, o estudo das propriedades ácidas das SH é feito recorrendo a titulações 
potenciométricas de pH. Nessas titulações, após cada adição de titulante, é feita a medição da 
diferença de potencial (d.d.p.) entre um eléctrodo indicador (normalmente um eléctrodo de vidro) e 
um eléctrodo de referência, inseridos no seio da solução em análise, mantendo a intensidade de 
corrente praticamente nula. A diferença de potencial entre os dois eléctrodos é dada por:  
E = Eºind. – ER + Ej + (RT/F) ln (H+) [6.17] 
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Onde: Eºind.,  é o potencial padrão do eléctrodo indicador, ER e Ej são os potenciais de referência e 
de junção líquida, respectivamente, R é a constante dos gases e F a constante de Faraday. 
Atendendo a que a actividade de H+ é o produto da concentração, [H+], pelo coeficiente de 
actividade de H+, γH, a equação 6.17 toma a forma 
E = (Eºind. – ER + Ej + (RT/F) ln γH) + (RT/F) ln [H+] [6.18] 
Mantendo a força iónica constante, o termo (Eºind. – ER + Ej + (RT/F) ln γH) mantém-se constante e a 
equação anterior pode ser escrita na seguinte forma: 
E = E0´ + s log [H+] <=> E = E0´ - s pCH [6.19] 
Desta forma, o potencial medido num ensaio de titulação é função da concentração de H+ presente 
em solução, observando-se uma relação linear entre a diferença de potencial medida e o pCH (-
log([H+])), em que E0’ é a ordenada na origem e -s o declive. Estes parâmetros são determinados 
através da calibração do eléctrodo, com soluções de pCH conhecido, conforme adiante se explica, 
no sub-capítulo 6.2.3.5. 
6.2. MÉTODOS 
6.2.1. Amostras de Substâncias Húmicas Estudadas 
Os resultados sobre os aspectos composicionais e estruturais das diferentes amostras de SH 
sedimentares, descritos no capítulo anterior, demonstram que a presença de biomassa vegetal 
superficial e subterrânea promove a incorporação de material orgânico do tipo carbohidrato e 
peptídico no seio dessas substâncias, bem como um menor grau de humificação das mesmas. 
Essas alterações sobre as SH das camadas de sedimentos com influência vegetal deverão conduzir 
a que estas possuam diferentes conteúdos ácidos relativamente às das restantes camadas de 
sedimentos. Como resultado, as SH formadas sob influência de material vegetal terão um 
comportamento diferente relativamente à sua complexação com catiões metálicos. 
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Devido ao seu maior tamanho molecular, maior hidrofobocidade e maior tendência para se 
precipitar, os AH têm menor mobilidade e maior tendência para ficarem retidos nos sedimentos, 
sendo por isso considerados como retentores dos catiões metálicos. Os AF, por seu turno, são mais 
hidrofílicos e solúveis, tendo maior mobilidade ao longo da coluna de sedimentos. Como 
consequência, estas substâncias têm sido encaradas como transportadores de iões metálicos 
(Stevenson & Cole, 1999; Tipping, 2002). 
Desta forma, os AH devem representar melhor as transformações ocorridas sobre a MO e as suas 
associações com os iões metálicos, ao nível de todas as camadas de sedimentos de onde são 
extraídos. Para além disso, são os AH os que representam a maior fracção da matéria húmica 
sedimentar. Assim, para avaliar até que ponto as diferenças composicionais e estruturais, atrás 
descritas, se reflectem sobre a capacidade de reter metais, mantendo-os na matriz sedimentar, os 
estudos sobre o conteúdo funcional ácido e de complexação com o cobre, descritos 
respectivamente neste capítulo e no seguinte, foram efectuados sobre as amostras de AH 
sedimentares extraídos das várias camadas de um local com plantas, local 2 com A. Fruticosum 
(H2A, H2E e H2J), e das camadas superficial e intermédia do local sem plantas, local 3 (H3A e 
H3E). Para avaliar as diferenças induzidas pela actividade de diferentes espécies de plantas, nos 
sedimentos superficiais, também se efectuaram estudos sobre H1A, camada superficial do local 
com H. portulacoides. 
6.2.2. Descrição do Sistema Automatizado para as Titulações Potenciométricas 
A montagem do sistema automático para as titulações potenciométricas dos AHS foi baseada numa 
montagem realizada anteriormente por Santos (1994). Na figura 6.1 encontra-se uma fotografia que 
permite visualizar essa montagem. 
O sistema é constituído por uma célula potenciométrica de parede dupla, ligada a um banho 
termostatizado que permite a manutenção das soluções a uma temperatura constante de 25ºC no 
seu interior; por duas buretas automáticas (“Crison microBur 2030” e “Crison microBur 2031”) com 
seringas “Hamilton” de 1 ml de capacidade, para adição dos titulantes; por um potenciómetro 
“Crison micropH 2002” para leitura dos valores de potencial e por um computador que comanda as 
buretas e faz a aquisição dos valores de potencial registados pelo potenciómetro. 
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Figura 6.1: Sistema automatizado para titulações potenciométricas dos ácidos húmicos sedimentares. 
Na figura 6.2 é mostrada a célula potenciométrica no decurso de uma titulação de AH. No interior da 
célula potenciométrica encontra-se um eléctrodo de vidro combinado (“Orion Sureflow Ross 
8172BN”); um termómetro para monitorização da temperatura no interior da célula; uma entrada 
para o fluxo de N2, purificado conforme se descreve adiante; e uma entrada para a adição do 
titulante. Essa célula encontra-se sobre uma placa de agitação de forma a manter as soluções 
homogeneizadas no seu interior. As soluções na célula foram mantidas em atmosfera de N2, através 
de um fluxo superficial deste gás durante as titulações. De forma a manter o fluxo de N2 livre de 
CO2, este fluxo passava sequencialmente através de uma solução de NaOH 15% e água destilada, 
antes de entrar na célula de titulação. 
 
Matéria Húmica de Sapal: Variações Estruturais e Complexação com Cobre 
 160
 
Figura 6.2: Célula potenciométrica com uma solução de ácido húmicos sedimentares em titulação. 
Para o controlo das duas buretas e leitura dos potenciais obtidos no potenciómetro foi utilizada uma 
modificação do programa em Basic descrito em Santos (1994) e em Santos et al. (1995). Entre os 
dados de entrada do programa, são de realçar os que dizem respeito ao critério de estabilidade 
imposto ao potencial medido, antes de cada adição de titulante. Os parâmetros usados para o 
critério de estabilidade foram os indicados na Tabela 6.1 
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Tabela 6.1 
Critério de estabilidade usado nas titulações efectuadas. 
Nº de leituras: 3 
Variação de potencial entre leituras: 0,1 mV 
Tempo de estabilidade: 1 min 
Tempo de estabilidade máximo: 5 min 
 
Estes parâmetros significam que o programa adquire 3 leituras de potencial e calcula a média, faz 
mais 3 leituras e calcula nova média e assim sucessivamente. A leitura é assumida estável quando 
as médias não variam mais do que 0,1 mV durante 1 minuto, isto é, a diferença entre o valor 
máximo e mínimo das médias calculadas durante um intervalo de tempo de 1 minuto é inferior a 0,1 
mV. Quando esse critério de estabilidade é obedecido, a última média calculada é assumida como 
leitura e memorizada. O programa faz então accionar a bureta identificada pelo operador para 
enviar o volume indicado para cada adição de titulante. Após essa adição inicia-se novamente a 
leitura dos potenciais. Nos casos em que, 5 minutos após o início das leituras, o critério de 
estabilidade não é atingido, o que pode acontecer em zonas pouco tamponizadas da titulação, 
então, decorrido esse tempo, a última média lida é memorizada como leitura de potencial nesse 
ponto da titulação e nova adição de titulante é efectuada. Assim, 5 minutos correspondem ao tempo 
máximo de espera entre duas adições de titulante consecutivas. A titulação termina quando se 
atinge o “nº de pontos da titulação” ou o “limite de potencial”, os quais fazem parte também dos 
dados de entrada do programa. 
6.2.3. Reagentes e Soluções 
Todos os reagentes utilizados eram de qualidade analítica e a preparação das soluções foi com 
água desionizado (sistema Mili-Q Plus 185). 
6.2.3.1. Soluções de Electrólito 
Para ajuste da força iónica prepararam-se soluções de KNO3 0,2 mol/L. Considerou-se desprezável 
a contribuição dos AH para a força iónica, pelo que a concentração de KNO3 final na célula era de 
0,1 mol/L, sendo obtida por adição do volume necessário da solução de KNO3 0,2 mol/L. 
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6.2.3.2. Soluções de Base Forte 
As soluções de base forte utilizadas nas titulações ácido/base foram soluções de NaOH 0,1 mol/L, 
preparadas a partir de uma solução a 100% (m/V). 
Em meio aquoso o hidróxido de sódio reage com o CO2 atmosférico formando iões carbonato na 
solução. Numa solução de NaOH a 100% a concentração de Na+ é suficientemente elevada para 
precipitar o CO32- formado, sob a forma de Na2CO3: 
2 NaOH + CO2 → Na2Co3 (s) + H2O [6.20] 
Assim, a partir desta solução concentrada de NaOH foram preparadas soluções de NaOH 0,1 mol/L, 
isentas de carbonato, conforme se descreve seguidamente. Num Frasco de polietileno de 300 ml 
com 250 ml de água desionizada (sistema Mili-Q Plus 185) pré-fervida e arrefecida em atmosfera de 
azoto, juntou-se 1ml de solução de NaOH a 100%, filtrada através de um filtro Dyna Gard, de 0,2 
µm de diâmetro de poro, adaptado à ponta da seringa usada para medir o volume de 1 mL, e 
homogeneizou-se.  
Esta solução foi preparada em ambiente de azoto e mantida no frasco de polietileno fechado com 
uma rolha de borracha, com 2 saídas (figura 6.3). Uma por onde a solução é aspirada pela bureta 
automática e outra para a entrada do ar o qual é filtrado através de um tudo com material que 
absorva CO2 atmosférico. 
As soluções de NaOH 0,1 mol/L foram regularmente aferidas ou com hidrogenoftalato de potássio 
ou através da titulação ácido forte/base forte. As titulações ácido forte/base forte também serviram 
para verificar a descarbonatação do NaOH através da ausência do encurvamento das rectas das 
funções Gran (1952), adiante explicadas. 
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Figura 6.3: Recipiente com NaOH 0,1 M descarbonatado. 
6.2.3.3. Soluções de Ácido Forte 
As soluções de ácido forte utilizadas foram soluções de HNO3 0,1 mol/L, preparadas a partir de 
HNO3 concentrado (65%, pa). Essas soluções foram aferidas com tetraborato de sódio (bórax). 
Para além das titulações ácido forte/base forte, o HNO3 0,1 mol/L foi utilizado para a titulação dos 
AH, após a sua solubilização alcalina, e para contratitular o hidrogenoftalato de potássio até pH 2, 
após a sua titulação com NaOH 0,1 mol/L. 
6.2.3.4. Padrões de Aferição 
As soluções de Hidrogenoftalato de potássio (HFK) 0,01 mol/L, utilizadas para a aferição do NaOH 
0,1 mol/L, foram preparadas com um máximo de um dia de antecedência à sua utilização, a partir 
do reagente sólido de qualidade analítica, previamente seco e guardado no exsicador. 
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O tetraborato de sódio ou bórax (Na2B4O7), utilizado para a aferição do HNO3 0,1 mol/L, foi 
acondicionado num exsicador com solução saturada de glucose e cloreto de sódio. Na preparação 
das suas soluções de titulação para a aferição do HNO3 0,1 mol/L, este reagente era pesado 
directamente nos erlenmeyers utilizados nessas titulações. 
6.2.3.5. Soluções Tampão para Calibração do Eléctrodo 
As calibrações dos eléctrodos de pH foram efectuadas através da utilização de tampões com uma 
força iónica controlada e igual à da solução em análise e de pH e pCH conhecidos (tabela 6.2), para 
que se possa efectuar a calibração em termos de concentração de H+ (pCH). Para o efeito, foram 
utilizados tampões de bórax, fosfato e ftalato com força iónica ajustada a 0,1 mol/L (Vasconcelos, 
1983), cuja preparação se descreve: 
• pH=9: Tetraborato de sódio (Na2B4O7) (3,81 g/L), em KNO3 (8,088 g/L); 
• pH=7: KH2PO4 (3,40 g/L) + Na2HPO4 (3,55 g/L), de forma a se obter uma concentração em 
fosfatos (PO42-) de 0,05 mol/L e 0,1 mol/L de força iónica; 
• pH=4: Hidrogenoftalato de potássio (HFK) (10,3 g/L), em KNO3 (5,056 g/L). 
Tabela 6.2 
Valores de pH e de pCH de tampões utilizados em titulações potenciométricas para cálculo dos parâmetros 
E0´ e s (Vasconcelos, 1983). 
 Borax Fosfato Ftalato 
pH 9,124 6,865 3,964 
pCH 9,043 6,784 3,883 
Com excepção do bórax, que foi conservado da forma atrás descrita, todos os sais utilizados na 
preparação dos tampões foram previamente secos em estufa, a 110ºC, durante pelo menos 2 horas 
e arrefecidos no exsicador. Todas as soluções tampão foram preparadas em água desionizada 
(sistema Mili-Q Plus 185) pré-fervida e arrefecida em atmosfera de azoto. Depois de preparadas, 
estas soluções foram guardadas em frascos polietileno de 100 ml enfiados em sacos de plástico e 
conservadas no frigorífico, durante um máximo de 1 mês. 
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6.2.4. Aferição das Soluções Titulantes 
A aferição do NaOH 0,1 mol/L foi efectuada atravês de dois métodos que seguidamente se 
descreve: 
• Titulações potenciométricas de HFK (0,005 mol/L) com NaOH, explicadas no sub-capítulo 
6.2.6.2; 
• Através do Método Gran, a partir de titulações ácido forte/base forte, explicadas no sub-
capítulo 6.2.6.1.  
De igual forma, a aferição do HNO3 0,1 mol/L foi efectuada atravês de dois métodos: 
• Titulações de tetraborato de sódio (0,3 g em 50 ml de água destilada) com soluções de 
HNO3, utilizando o vermelho de metilo como indicador. As concentrações aferidas para o 
HNO3 correspondiam aos valores médios de pelo menos três réplicas; 
• Através do Método Gran, a partir de titulações ácido forte/base forte, explicadas no sub-
capítulo 6.2.6.1. 
6.2.5. Calibração do Eléctrodo 
Antes e após cada titulação o eléctrodo era calibrado com os tampões descritos em 6.2.3.5. Antes 
da utilização de cada tampão, a célula potenciométrica e o eléctrodo eram lavados com água 
destilada e com a solução desse tampão. A calibração do eléctrodo foi efectuada a 25ºC e em 
ambiente de N2. O eléctrodo era mergulhado em 10 ml de solução tampão que se encontrava dentro 
da célula potenciométrica termoestatizada, sob fluxo de N2 e em agitação e a leitura era registada 
ao fim de 10 minutos de equilibração. 
6.2.6. Procedimento das Titulações 
Foram efectuadas titulações ácido/base de diferentes tipos, consoante o objectivo pretendido. 
Assim, realizaram-se as seguintes titulações: 
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• Titulações de ácido forte com base forte. Estas titulações tinham como objectivos verificar 
se as soluções de NaOH 0,1 mol/L se encontravam devidamente descarbonatadas, aferir a 
concentração das soluções de NaOH e determinar a constante de autoionização da água 
(KW), necessária para o cálculo das cargas específicas nos ácidos húmicos. 
• Titulações  do HFK com NaOH 0,1 mol/L. Estas titulações já foram descritas em 6.2.4. e 
serviram para aferir a solução de NaOH. Para além de padrão, o HFK também foi utilizado 
como composto modelo para testar o procedimento usado nas titulações e o método de 
determinação das constantes de ionização e das cargas específicas dos AH. Para estes 
cálculos utilizaram-se três réplicas dos ensaios. 
• Contra-titulação do HFK com HNO3 0,1 mol/L. Cerca de 30 minutos após a titulação do 
HFK com NaOH 0,1 mol/L, procedeu-se à sua contratitulação com HNO3 0,1 mol/L. Tal 
como  na  titulação anterior,  o  volume  de  titulante adicionado em cada ponto era de 
0,020 ml. Estas titulações serviram para testar a ausência de entrada de CO2 na célula ao 
longo da titulação e a coincidência das curvas Q vs pCH, das titulações directa e inversa 
• Titulações dos ácidos húmicos (500 ppm)  com HNO3 0,1 mol/L. Uma vez que os AH 
tiveram que ser solubilizados em NaOH 0,1 mol/L, a sua titulação foi através da adição de 
um ácido forte. 
Todas as titulações potenciométricas foram conduzidas a uma força iónica e temperatura 
constantes. A força iónica foi mantida a 0,1 mol/L por ser a mais utilizada por diversos autores, 
permitindo uma comparação dos resultados em termos de conteúdo de grupos funcionais ácidos e 
de heterogeneidade química (Ritchie & Perdue, 2003). Antes de cada titulação, as buretas eram 
lavadas com o respectivo titulante. 
Os critérios de estabilidade foram os descritos no sub-capítulo 6.2.2. Para além desses critérios, 
aguardaram-se 30 minutos antes de iniciar cada programa de titulação de forma a permitir que a 
solução estabilizasse. Para remover o excesso de CO2 e O2 da solução, borbulhou-se com N2 
durante os primeiros 20 minutos de espera. 
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6.2.6.1. Titulações de Ácido Forte com Base Forte 
Na  célula  potenciométrica  termostatizada  e com fluxo de N2 foram introduzidos 5 ml de HNO3 
0,01 mol/L e 5 ml de KNO3 0,2 mol/L e deixou-se equilibrar durante 5 min. Mergulhou-se o eléctrodo 
na  solução  e  deixou-se  estabilizar.  Posteriormente  introduziu-se  o  tubo  do  titulante  (NaOH 
0,1 mol/L) no interior da célula potenciométrica e accionou-se o programa de controlo automático 
das buretas e leitura dos potenciais descrito em 6.2.2. O volume de titulante utilizado para cada 
adição foi de 0,020 ml. 
6.2.6.2. Titulações do HFK com NaOH 
Na  célula  potenciométrica  termostatizada  e  com  fluxo de N2 foram introduzidos 5 ml de HFK 
0,01 mol/L e 5 ml de KNO3 0,2 mol/L e deixou-se a equilibrar durante 10 min. Mergulhou-se o 
eléctrodo na solução e deixou-se estabilizar. Posteriormente introduziu-se o tubo do titulante no 
interior da célula potenciométrica e accionou-se o programa de controlo automático das buretas e 
leitura dos potenciais, descrito em 6.2.2. O volume de titulante utilizado para cada adição foi de 
0,020 ml. 
6.2.6.3. Titulações dos Ácidos Húmicos 
Na célula potenciométrica termostatizada e com fluxo de N2 foram introduzidos 5 mg de AH, 5 ml de 
KNO3 0,2 mol/L e 5 ml de água desionizada (sistema Mili-Q Plus 185) e deixou-se equilibrar durante 
aproximadamente 5 min. Mergulharam-se o eléctrodo, o termómetro e o tubo de adição de NaOH 
0,1 mol/L na solução e deixou-se estabilizar. Comandou-se a bureta para adicionar 0,3 ml de NaOH 
0,1 mol/L descarbonatado, para dissolver os AH, e deixou-se a célula em agitação durante 15 min. 
Posteriormente introduziu-se o tubo do titulante (HNO3 0,1 mol/L) no interior da célula 
potenciométrica e accionou-se o programa de controlo automático das buretas e leitura dos 
potenciais descrito em 6.2.2. O volume de titulante utilizado para cada adição foi de 0,020 ml. 
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6.2.7. Processamento Matemático dos Dados de Titulação 
6.2.7.1. Titulações de Ácido Forte com Base Forte 
Tal como já foi referido, dois dos objectivos destas titulações foram a verificação da 
descarbonatação do NaOH 0,1 mol/L, utilizado como titulante, e a determinação de Kw. Para tal 
recorreu-se às equações de Gran para titulações de ácido forte com base forte, 6.21 e 6.22, para 
pontos da titulação antes (zona ácida) e depois (zona alcalina) do ponto de equivalência, 
respectivamente (Gran, 1952; Santos, 1994):  
 (V0 + Vb) 10 -pCH = CbVe – CbVb [6.21] 
(V0 + Vb) 10 pCH = (Cb /kw)Vb - (Cb / kw)Ve [6.22] 
onde, 
V0 é o volume inicial na célula, 
Vb é o volume de base adicionado, 
Ve é o volume de equivalência. 
Cb é a concentração da base 
Kw é a constante de autoionização da água 
Estas equações são equações de rectas onde (V0 + Vb)10-pCH e (V0 + Vb)10pCH correspondem às 
ordenadas, Vb às abcissas, os termos CbVe e -(Cb/kw)Ve às ordenadas na origem (a) e -Cb e Cb/kw 
aos declives das rectas (b). Desta forma, é fácil verificar que: 
Ve = |a / b| [6.23] 
e que: 
Kw = Cb / b [6.24] 
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6.2.7.2. Aferição do NaOH com HFK 
Os cálculos para a determinação da concentração de NaOH através da sua aferição com HFK 
foram através do método Gran para uma titulação de ácido fraco com base forte (Gran, 1952), para 
o cálculo do volume de equivalência. Assim, utilizou-se a expressão: 
Vb 10 -pCH = K2Ve - K2Vb [6.25] 
antes do ponto de equivalência (zona ácida) e a expressão [6.22] após o ponto de equivalência 
(zona alcalina). 
6.2.7.3. Titulações do Composto Modelo (HFK) 
Quando o HFK é titulado com o NaOH 0,1 mol/L, tem-se o seguinte balanço de cargas: 
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]−
=
−+++ +=++ ∑ OHAHNaK
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i
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[6.26] 
onde [K+] e [Na+] são concentrações, corrigidas em relação à diluição, de HFK e de NaOH 
adicionado. A equação anterior pode ser reescrita da seguinte forma: 
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[6.27] 
Sendo Vs (L) o volume de solução de HFK, com concentração Cs (mol/L), transferida para a célula 
potenciométrica e Cb, Vb, V0 e Kw têm o significado já anteriormente atribuído, no sub-capítulo 
6.2.7.1. 
A carga do ácido ftálico, em equivalentes por mole, expQ , é dada por: 
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[6.28] 
Onde  HFKn  corresponde à quantidade (mol) de HFK que se encontra na célula potenciométrica. 
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Os valores de expQ , foram utilizados para determinar os parâmetros ci e Ksi. Estes parâmetros 
foram determinados através de um ajuste não linear da equação do modelo de dois ácidos 
monopróticos aos dados experimentais de Q e [H+]. A equação do modelo consistia na equação 
[6.16] para o caso particular de dois ácidos. A regressão não linear foi efectuada no programa 
sigmaplot (Jandel Scientific). 
Nas titulações inversas, em que a solução final, resultante da titulação com NaOH, foi contratitulada 
com HNO3 0,1 mol/L, temos o seguinte balanço de cargas: 
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]−−
=
−+++ ++=++ ∑ 3
1
NOOHAHNaK
n
i
i  
[6.29] 
onde [K+] e [Na+] e [NO3-]  são concentrações, corrigidas em relação à diluição, de HFK e de NaOH 
e HNO3 adicionado. Esta equação pode ser reescrita da seguinte forma: 
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em que Ca e Va são a concentração e o volume do ácido adicionado e os restantes símbolos têm o 
significado anteriormente atribuído. Assim, a carga do ácido ftálico, expressa em equivalentes por 
mole, é dada por: 
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[6.31] 
6.2.7.4. Titulações dos Ácidos Húmicos 
Quando a solução alcalina de AH é titulada com HNO3 0,1 mol/L, tem-se o seguinte balanço de 
cargas: 
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]−−
=
−++ ++=+ ∑ 3
1
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n
i
i  
[6.32] 
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onde [Na+] e [NO3-]  são concentrações, corrigidas em relação à diluição, de NaOH e HNO3 
adicionado. Esta equação pode ser reescrito da seguinte forma: 
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[6.33] 
Sendo Vbs (ml) o volume de NaOH 0,1 mol/L utilizado para solubilizar os AH. 
Atendendo à equação 6.15, e uma vez que: 
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a carga específica dos AH vem dada pela seguinte expressão: 
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[6.35] 
onde  AHm  corresponde à massa (mg) de AH que se encontra na célula potenciométrica. 
Os valores de expQ , em meq/g, em função de [H+] foram utilizados para determinar os parâmetros ci 
e Ksi. Estes parâmetros foram determinados através de um ajuste não linear de um modelo de 2 a 6 
ácidos monopróticos aos dados experimentais de Q e [H+]. A equação do modelo consistia na 
equação [6.16], para 2 a 6 grupos funcionais ácidos. A regressão não linear foi efectuada no 
programa sigmaplot (Jandel Scientific). 
6.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
6.3.1. Titulações Ácido Forte/Base Forte 
A ausência de carbonato nas soluções de NaOH 0,1 mol/L foi confirmada através da representação 
gráfica dos valores determinados para as funções Gran de titulações Af/Bf (Gran, 1952; 
Vasconcelos, 1983; Santos, 1994). A título de exemplo, apresentam-se na Figura 6.4 os gráficos 
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das funções de Gran obtidos para uma dessas titulações. Como se pode verificar na figura, as duas 
representações de Gran são lineares, interceptando o eixo das abcissas, relativo ao volume de 
titulante adicionado, no valor correspondente ao volume equivalente. Essas rectas correspondem a 
um ajuste de regressão linear das equações de Gran sobre os pontos experimentais dos ensaios de 
titulação. No presente estudo foram efectuadas 20 titulações Af/Bf e em todas essas titulações 
obtiveram-se ajustes com um coeficiente de correlação superior a 0,9999. 
Para assegurar que não existe carbonato na solução de base as rectas das funções Gran não 
devem sofrer encurvamento. Em termos práticos, isso pode traduzir-se na imposição de que a 
diferença entre o valor estimado para Ve a partir da equação de Gran da zona ácida não seja 
diferente do valor estimado para o mesmo parâmetro pela equação de Gran da zona alcalina em 
mais de 2%. No presente estudo, obtiveram-se valores compreendidos entre 0,5% e 1,9% para essa 
diferença. 
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Figura 6.4: Gráfico Gran obtido a partir de uma titulação Af/Bf em que o HNO3 é titulado por NaOH. 
Dentro das caixas de texto limitadas a vermelho e a azul encontram-se as equações Gran 
utilizadas antes e após o ponto de equivalência, respectivamente. V0– Volume de solução 
inicial na célula com HNO3; Vb– Volume de NaOH adicionado; Ve- Volume de equivalência; 
Cb– Concentração de NaOH; KW- Constante de autoprotólise da água.  
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Outro indicador de que os ensaios de titulação foram conduzidos em boas condições, e do grau de 
confiança que se pode ter nos resultados é a partir da comparação, com valores da literatura, do 
valor estimado para a constante de autoionização da água (Kw), através da função Gran para a zona 
alcalina. Santos (1994) em ensaios de titulação de HCl com NaOH conduzidos nas mesmas 
condições que no presente estudo (25ºC, força iónica de 0,1 mol/L), obteve um valor para pKW de 
13,778. Esse valor era coincidente com os valores de 13,778 e 13,78±0,01 tabelados por IUPAC 
(1982) e por Smith & Martell (1982), respectivamente. Vasconcelos (1983) fez ensaios de titulação 
de NaOH com HNO3 e, de acordo com os dados apresentados, o valor de pKW seria 13,71, 
representando um desvio de 0,51% relativamente ao valor de 13,78+0,01, apresentado por Smith & 
Martell (1982). No presente estudo obteve-se um valor de 13,83+0,01, representando um desvio de 
0,34% relativamente ao de Smith & Martell (1982). 
6.3.2. Titulações do Composto Modelo (HFK) 
Para testar o correcto funcionamento do sistema de titulações potenciométricas, bem como os 
métodos de cálculo, foram também determinadas as constantes de ionização do ácido ftálico e 
comparadas com os valores tabelados na literatura, para a mesma temperatura e força iónica. Na 
figura 6.5 encontra-se representado um exemplo de uma curva de carga molar (Q) versus pCH 
obtida a partir de uma dessas titulações. Os valores de Q obtidos experimentalmente foram 
confrontados com os valores, para o mesmo parâmetro, determinados através das constantes de 
ionização do ácido ftálico tabeladas (Martell & Smith, 1977). Como se pode observar, a coincidênca 
das duas curvas é evidente. 
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Figura 6.5: Valores de carga do ácido ftálico em função do pCH, obtidos através dos dados experimentais de 
uma titulação com NaOH 0,1 mol/L (Q) e através do seu cálculo com as constantes de acidez 
tabeladas por Martell & Smith (1977) (Qteor). A curva Qestim corresponde ao ajuste do modelo 
de dois ácidos aos dados esperimentais para cálculo das constantes de Simms. 
Na mesma figura encontra-se ainda uma curva de ajuste aos dados experimentais para cálculo das 
constantes de Simms, através da regressão não linear utilizando como função a equação [6.16] 
para o caso particular de dois ácidos monopróticos. O ajuste aos pontos experimentais (r=0,999991, 
p<0,0001), bem como a sobreposição com os dados teóricos é evidente. Os valores estimados 
desta forma para as constantes de ionização do ácido ftálico e a sua confrontação com os valores 
tabelados por Martell & Smith (1977) encontram-se descritos na tabela 6.3. Confirmando a 
sobreposição das curvas, observada na figura 6.5, os valores de pK1 e pK2 obtidos neste estudo 
para o ácido ftálico são coincidentes com os tabelados. 
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Tabela 6.3 
Valores das constantes de Simms (KS) estimadas a partir de regressão não linear aos valores de carga 
específica versus pCH, obtidos numa titulação de ácido ftálico com NaOH 0,1 mol/L; Valores de pK 
correspondentes às constantes de ionização do ácido ftálico e valores tabelados para os mesmos parâmetros 
por Martell & Smith (1977) (pKtab). Entre parêntesis encontram-se os valores de desvio padrão. 
Grupo ionizável pK pKtab 
1 2,76 (0,01) 2,75 (0,02) 
2 4,93 (0,01) 4,93 (0,01) 
pK1=-log(Ks1+Ks2); pK2=- log((ks1*ks2)/k1) 
A coincidência dos resultados, obtidos pelas diferentes formas de cálculo parece validar o sistema 
montado para as titulações potenciométricas das substâncias húmicas sedimentares e o correcto 
procedimento do operador (a doutoranda) para a execução desses ensaios. A figura 6.6 representa 
os valores experimentais de uma titulação do HFK com NaOH, seguida de uma titulação inversa 
com HNO3. Tal como se pode verificar, os dados experimentais quase que se sobrepõem, 
demonstrando a estabilidade do sistema entre a titulação directa e inversa do HFK. 
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Figura 6.6: Valores de carga do ácido ftálico em função do pCH, obtidos através dos dados experimentais de 
uma titulação com NaOH 0,1 mol/L seguida de uma titulação inversa com HNO3 0,1 mol/L. 
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6.3.3. Titulações de Ácidos Húmicos Sedimentares 
As curvas de titulação típicas para cada amostra de AH sedimentares encontram-se compiladas na 
figura 6.7. Tal como nos resultados de caracterização espectroscópica, os AHS de sapal podem ser 
divididos claramente em dois grandes grupos. Um dos grupos (Tipo I) corresponde aos sedimentos 
superficiais de todos os locais e aos intermédios de um local com plantas (1A, 2A, 3A e 2E) e outro 
(Tipo II) relativo aos sedimentos profundos e aos intermédios do local sem plantas (2J e 3E).  
Aos pCH superiores a 4, a carga específica dos AH do Tipo II é superior à dos do Tipo I. Dentro do 
tipo I, os H2E apresentam valores superiores aos dos restantes AH. Os húmicos que apresentam as 
cargas específicas mais baixas são os extraídos dos sedimentos 3A, principalmente os 
correspondentes a pCH inferiores a 7, atribuíveis a grupos funcionais do tipo carboxílico (Tipping, 
2002; Ritchie & Perdue, 2003). 
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Figura 6.7: Curvas de titulação, carga específica versus pCH, representativas de amostras de ácidos 
húmicos sedimentares das camadas superficiais dos locais colonizados por H. 
portulacoides e por A. fruticosum e do local sem plantas (H1A, H2A e H3A, 
respectivamente); da camada intermédia de um local com plantas e outro sem plantas (H2E 
e H3E, respectivamente) e de uma camada profunda de sedimentos (H2J). 
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Na tabela 6.4 encontram-se os conteúdos de grupos funcionais carboxílicos (Qc) e fenólicos (Qf), em 
miliequivalentes por grama de AH (meq/g) e de carbono (meq/g C), estimados a partir das cargas 
específicas aos valores de pH=8,0 (pCH=8,1) e pH=10,0 (pCH=10,1) para as diferentes amostras 
de AHS. Os valores de Qc (grupos carboxílicos) correspondem aos valores de experimentais de 
carga específica (Qexp) estimados para pH=8 e os de Qf (grupos fenólicos) ao dobro da diferença 
entre os valores de Qexp estimados para pH=10 e os valores de Qexp estimados para pH=8 (Ritchie & 
Perdue, 2003). Na mesma tabela encontram-se os valores do conteúdo total de grupos funcionais 
ácidos (QT = Qc+Qf). Em todos os casos a quantidade de metal presente nas amostras foi inferior a 
0,001 meq/g pelo que não foi considerada. 
Tabela 6.4 
Conteúdos de grupos funcionais carboxílicos (Qc) e fenólicos (Qf) e conteúdo total de grupos funcionais 
ácidos (QT), em meq/g e meq/g C, estimados a partir das cargas específicas aos valores de pH=8,0 e 
pH=10,0, nas diferentes amostras de AHS das camadas superficiais dos locais povoados com H. 
portulacoides e A. fruticosum e sem plantas (1A, 2A e 3A, respectivamente), intermédias dos locais com e 
sem plantas (2E e 3E, respectivamente) e profunda (2J). Valores médios de 2 a 7 ensaios e, entre 
parêntesis, os respectivos desvios padrão e desvios médio (quando n=2). 
Qc  Qf  QT  Amostra 
de 
húmicos meq/g meq/g C meq/g meq/g C meq/g meq/g C 
1A 2,76 (<0,01) 4,78 (0,03) 0,96 (0,04) 1,66 (0,06) 3,72 (0,04) 6,44 (0,07) 
2A 2,83 (0,09) 5,34 (0,17) 1,05 (0,09) 1,98 (0,17) 3,89 (0,13) 7,32 (0,24) 
2E 2,99 (0,02) 5,72 (0,06) 1,17 (0,03) 2,24 (0,07) 4,16 (0,04) 7,96 (0,09) 
2J 3,80 (0,04) 6,48 (0,07) 1,46 (0,07) 2,49 (0,13) 5,26 (0,08) 8,97 (0,14) 
3A 2,72 (0,10) 4,99 (0,20) 1,22 (0,03) 2,23 (0,07) 3,94 (0,10) 7,22 (0,21) 
3E 3,92 (0,05) 7,22 (0,10) 1,40 (0,11) 2,58 (0,21) 5,32 (0,12) 9,80 (0,23) 
Os AH do tipo I, isto é, os que foram extraídos das camadas de sedimentos superficiais de todos os 
locais (1A, 2A e 3A) e intermédia do local vegetado (2E) possuem valores de conteúdos em grupos 
carboxílicos e fenólicos compreendidos entre 4,78 meq/g C e 5,72 meq/g C e entre 0,96 meq/g C e 
1,22 meq/g C, respectivamente. Estes valores são inferiores aos obtidos por Rittchie & Perdue 
(2003) num estudo em que determinaram, por titulações potenciométricas, os conteúdos em grupos 
funcionais do tipo carboxílico e fenólico em várias amostras de AH padrão e de referência da IHSS. 
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Como se pode observar, os AH extraídos das camadas 2J e 3E, isto é, AH do tipo II e sem 
influência vegetal, possuem maiores conteúdos de grupos funcionais do tipo carboxílico e fenólico 
(compreedidos entre 6,48 meq/g C e 7,22 meq/g C e entre 1,40 meq/g C e 1,46 meq/g C, 
respectivamente), relativamente aos AH do tipo I. Os conteúdos em grupos funcionais do tipo 
carboxílico determinados para os AH do tipo II foram semelhantes aos obtidos por Rittchie & Perdue 
(2003) para AH de referência extraídos de solos (“Ref. Summit Hill HA”). Porém, os valores 
estimados para o conteúdo de grupos funcionais fenólicos nos AH do tipo II foram inferiores aos 
obtidos por Rittchie & Perdue (2003) para os mesmos AH de referência de solos. 
Os maiores valores de conteúdo em grupos funcionais do tipo carboxílicos, obtidos para os AH do 
tipo II relativamento aos do tipo I, encontram-se de acordo com os resultados obtidos na análise 
elementar e na caracterização por espectroscopias de RMN 13C e FTIR dos AHS. De facto, são os 
AH das camadas mais profundas de sedimentos (camadas J) e da camada intermédia dos 
sedimentos sem plantas (3E) aqueles a que correspondem as maiores áreas relativas no intervalo 
de desvios químicos de 150-210 ppm, atribuíveis maioritariamente a grupos carboxílicos. Os 
resultados da caracterização por análise elementar e por espectroscopia de UV-Visível e de 
fluorescência revelaram que estes AH possuem um maior grau de maturação relativamente aos do 
tipo I. Plaza et al. (2005) também observaram um incremento em grupos funcionais do tipo 
carboxílico associado ao aumento do grau de maturação dos AH, através do estudo das 
propriedades ácido-base de AH formados durante a compostagem de resíduos orgânicos. 
Adicionalmente, verifica-se uma tendência crescente nos valores de Qc com a profundidade de 
sedimentos a que os AH foram extraídos, confirmando a mesma tendência na intensidade da banda 
a 1720 cm-1 nos espectros FTIR desses AH e com a tendência inversa nos seus valores da razão 
C/O, entre as camadas superficial e intermédias de sedimentos. Santín et al. (2008) também 
observaram uma tendência crescente nos conteúdos de grupos carboxílicos em AH de solos de 
sapais colonizados por Juncus maritimus, através dos valores das áreas relativas no intervalo de 
desvios químicos de 150-210 ppm nos seus espectros de RMN 13C.  
De forma a determinar o número de grupos funcionais ácidos que explicam o comportamento 
ácido/base dos AH, foram ensaiados diferentes modelos que correspondem à equação [6.16] para 
diferentes números de ácidos monopróticos. Na figura 6.8 encontram-se representadas as curvas 
inferidas a partir dos modelos de 2 a 4 ácidos, para os dados experimentais obtidos nos ensaios de 
duas amostras representativas de cada tipo de AHS estudados. Também foram ensaiados os 
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modelos de 5 e 6 ácidos, sendo este último identificado por Abate & Masini (2001) como o melhor 
modelo para explicar o comportamento ácido-base de AH de sedimentos ribeirinhos. Porém, com 
estes modelos não se obtiveram bons ajustes. 
Como se pode observar, o modelo que se parece ajustar melhor aos dados experimentais é o 
modelo de 4 ácidos (R2= 0,9991 e R2= 0,9962, para os AH do tipo I e II, respectivamente. 
P<0,0001). O modelo de 2 ácidos é o que se desvia mais dos dados experimentais. 
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Figura 6.8: Dados experimentais e respectivas curvas de ajuste do modelo discreto (2 a 4 ácidos), dos 
ensaios de titulação de amostras representativas dos diferentes tipos de ácidos húmicos 
sedimentares: tipo I, com influência de material vegetal (H2E) e tipo II, sem essa influência 
(H3E). 
Na tabela 6.5 encontram-se compilados os valores de Ci e pKsi obtidos para cada amostra de AHS 
em estudo. Para comparação com os valores constantes na tabela 6.4, na mesma tabela 
encontram-se os valores da concentração dos grupos funcionais operacionalmente incluídos na 
classe dos carboxílicos, Cc, calculados a partir do somatório dos Ci cujos pKsi<7, e na classe dos 
fenólicos, Cf, calculados a partir do somatório dos Ci cujos pKsi>7. 
Comparando as concentrações de grupos carboxílicos obtidas através do modelo de 4 ácidos 
monopróticos discretos (estimativas por modelo-4) com as estimadas a partir dos valores 
experimentais da carga específica, Q, versus pCH (estimativas por pCH), constantes na tabela 6.4, 
verifica-se que valores se mantêm semelhantes. 
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Tabela 6.5 
Estimativas dos parâmetros de equilíbrio ácido/base, concentrações de cada grupo ionizável e total (Ci e CT, 
respectivamente) e constantes de Simms de cada grupo funcional (pKsi) obtidas através do ajuste do modelo 
discreto de 4 ácidos monopróticos aos dados das titulações das diferentes amostras de AH sedimentares. Os 
dados experimentais foram obtidos a partir de 2 a 5 ensaios de cada amostra de AH. Entre parêntesis 
apresentam-se os respectivos desvio padrão. 
Ci (meq/g) pKsi 
AH 
C1  C2  C3  C4 
CT 
(meq/g) 
Cc 
(meq/g) 
Cf 
(meq/g) 
pKs1 pKs2 pKs3 pKs4 
1A 1,03 
(0,04) 
0,94 
(0,06) 
0,69 
(0,06) 
0,68 
(0,04) 
3,33 
(0,09) 
2,66 
(0,09) 
0,68 
(0,04) 
2,91 
(0,03) 
4,55 
(0,09) 
6,20 
(0,14) 
8,91 
(0,45) 
2A 0,87 
(0,06) 
1,05 
(0,10) 
0,80 
(0,12) 
0,72 
(0,11) 
3,43 
(0,20) 
2,71 
(0,16) 
0,72 
(0,11) 
2,43 
(0,08) 
4,37 
(0,14) 
6,16 
(0,27) 
8,81 
(0,92) 
2E 0,95 
(0,02) 
1,12 
(0,03) 
0,79 
(0,04) 
0,83 
(0,03) 
3,68 
(0,06) 
2,86 
(0,06) 
0,83 
(0,03) 
2,66 
(0,02) 
4,33 
(0,05) 
6,07 
(0,08) 
8,81 
(0,22) 
2J 1,44 
(0,07) 
1,36 
(0,12) 
0,86 
(0,13) 
0,94 
(0,11) 
4,61 
(0,22) 
3,66 
(0,19) 
0,94 
(0,11) 
3,05 
(0,04) 
4,73 
(0,13) 
6,34 
(0,25) 
8,77 
(0,58) 
3A 0,94 
(0,08) 
1,00 
(0,10) 
0,69 
(0,11) 
0,83 
(0,07) 
3,46 
(0,18) 
2,63 
(0,17) 
0,83 
(0,07) 
3,38 
(0,05) 
4,84 
(0,16) 
6,35 
(0,24) 
8,78 
(0,43) 
3E 1,15 
(0,05) 
1,35 
(0,07) 
1,18 
(0,08) 
0,99 
(0,06) 
4,68 
(0,13) 
3,69 
(0,12) 
0,99 
(0,06) 
2,56 
(0,04) 
4,24 
(0,11) 
5,82 
(0,11) 
8,56 
(0,23) 
Relativamente aos grupos fenólicos, as primeiras estimativas compiladas na tabela 6.4 (Qf) são 
superiores às obtidas através dos valores estimados para Ci. Ritchie & Perdue (2003) também 
obtiveram essa sobrestimação de Qf relativamente a Cf, estimado a partir do modelo de Henderson-
Hasselbach ajustado aos seus dados experimentais. Apesar disso, encontraram tendências 
concordantes entre as concentrações determinadas pelas estimativas do seu modelo e as 
estimativas por pCH. 
No presente estudo, os resultados obtidos a partir do modelo de 4 ácidos monopróticos também 
permitem tecer as mesmas conclusões que os resultados obtidos a partir do cálculo das estimativas 
por pCH. Os AH do tipo II possuem maior concentração de grupos ionizáveis que os restantes AH e, 
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de uma forma geral, ocorre uma tendência crescente nos valores de CT com a profundidade. Por 
outro lado, os AH do tipo II, sem influência vegetal e com maior grau de maturação, possuem os 
maiores valores de carga total. Estes resultados revelam que ocorre um aumento de grupos 
carboxílicos e fenólicos na diagénese dos AH em sedimentos de sapais anóxicos e que esse 
aumento é interrompido quando nos sedimentos se encontra presente matéria vegetal em 
decomposição. 
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VII. 
ESTUDOS DE COMPLEXAÇÃO COM O COBRE POR 
TITULAÇÕES FLUORIMÉTRICAS 
7.1. INTRODUÇÃO 
7.1.1. Determinação dos Parâmetros de Complexação 
A espectroscopia de fluorescência molecular é uma técnica analítica não destrutiva, com elevada 
sensibilidade, permitindo medições a concentrações presentes em ambientes naturais (Cabaniss & 
Shuman, 1986). Para além disso, permite a obtenção de informação quantitativa e qualitativa a 
partir da monitorização directa do(s) ligando(s) (Saar & Weber 1980; Ryan & Weber, 1982; Cabaniss 
& Shuman, 1986; Smith & Kramer, 1999). Por esta razão, esta técnica tem sido bastante utilizada 
em estudos de complexação envolvendo SH (Saar & Weber 1980; Ryan & Weber, 1982; Grimm et 
al., 1991; Casassas et al., 1995; Pullin & Cabaniss, 1995; Luster et al., 1996; Smith & Kramer, 2000; 
Elkins & Nelson, 2002; Monteil-Rivera & Dumonceau, 2002; Hays et al., 2004; Kumke et al., 2005; 
Esteves da Silva et al., 2006; Plaza et al., 2006). 
A complexação de iões metálicos com as SH pode alterar os espectros de fluorescência. Os iões 
metálicos podem agir como extintores (“quenchers”) ou intensificadores da fluorescência. Quando 
iões metálicos divalentes e paramagnéticos são colocados em contacto com material húmico, a sua 
fluorescência sofre uma diminuição como consequência da formação de complexos estáveis (Saar 
& Weber 1980; Ryan & Weber, 1982; Monteil-Rivera & Dumonceau, 2002; Esteves da Silva et al., 
2006; Plaza et al., 2006). 
Os primeiros registos sobre este efeito em material húmico surgiram na década de 1970 (Banerjee 
& Mukherjee, 1972; Lévesque, 1972; citados por Saar & Weber, 1980). Nestes estudos, foi 
reportada a ocorrência de extinção da fluorescência de amostras de AF quando estas estavam em 
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contacto com iões paramagnéticos, tais como o Cu2+, Co2+ e Ni2+, sendo essa extinção mais 
pronunciada na presença do primeiro metal. 
As primeiras tentativas de quantificar a extensão da complexação de metais com material húmico 
através da fluorescência molecular surgiram com os trabalhos publicados por Weber e os seus 
colaboradores (Saar & Weber, 1980; Ryan & Weber, 1982). O primeiro trabalho consistiu no estudo 
da fluorescência molecular de AF fluviais e de solos e da sua extinção na presença de diversos 
catiões metálicos divalentes, em diferentes valores de pH. No segundo trabalho, os autores já 
apresentam uma metodologia quantitativa para a determinação dos parâmetros de complexação de 
AF com cobre, a constante de estabilidade condicional (
N
) e a concentração de ligando (
/&
), 
através de um método que seguidamente se descreve. 
No caso de formação de complexos do tipo 1:1 e considerando que as soluções aquosas estão 
tamponadas, não ocorrendo alteração no valor do pH, considera-se o equilíbrio descrito na seguinte 
equação: 
 
[7.1] 
onde,  
/
- representa o ligando livre, não complexado; 
0
 – representa o ião metálico, e; 
M L – representa o complexo ião metálico-ligando. 
Considerando a força iónica da solução constante, a constante de estabilidade condicional do 
complexo, 
N
, para determinada temperatura, pode ser definida da seguinte forma: 
 
[7.2] 
Considerando as espécies envolvidas no equilíbrio descrito nesta equação, o balanço de massas 
para o ligando e o catião metálico é dado através das seguintes equações: 
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[7.3] 
 
[7.4] 
Onde 
/&
 é a concentração total de ligando e 
0&
 a concentração total de metal. A concentração 
total de ligando corresponde à concentração molar total de metal no ponto de equivalência da 
titulação. 
Combinando as equações 7.2 e 7.3, a fracção de ligando complexado com o metal pode ser 
expressa em função da constante de estabilidade condicional e da concentração de metal livre: 
 
[7.5] 
Considerando 
 
[7.6] 
A equação 7.4 pode ser reescrita da seguinte forma: 
 
[7.7] 
Substituindo 7.7 em 7.5 obtém-se: 
 
[7.8] 
Esta equação pode ser resolvida para χML, obtendo-se a seguinte equação:   
[ ]LM
L
ML CCk
kC
22
MLML 41)  kC  (kC-1)  kC  (kC
2
1
−++++×=χ  
[7.9] 
No início da titulação o ligando encontra-se todo na forma não complexada pelo que a intensidade 
de fluorescência medida só depende da sua concentração. Na ausência de efeitos de filtro, a 
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determinado CO, a intensidade de fluorescência inicial, 
/,
, é devida ao ligando livre e é proporcional 
à concentração total de ligando, 
/&
 a qual é mantida constante ao longo da titulação: 
 
[7.10] 
Após a adição de determinada quantidade do catião, a concentração total de metal na solução é 
0&
 e a intensidade de fluorescência, 
,
, passa a ser determinada quer pela concentração de 
ligando livre, 
@/>
, quer pela concentração de ligando complexado, [M L]: 
 
[7.11] 
Os parâmetros 
D
 e 
E
 são proporcionais aos coeficientes de absorção molar, no comprimento de 
onda de excitação considerado, e aos rendimentos quânticos de fluorescência do ligando e do 
complexo, respectivamente. 
No fim da titulação, o catião metálico encontra-se em excesso e todo o ligando se encontra 
complexado. Resta então uma intensidade de fluorescência residual (IML), 
 
[7.12] 
Resolvendo as equações 7.10 e 7.12 para a e b e substituíndo na equação 7.11, obtém-se a 
seguinte equação: 
 
[7.13] 
Considerando as equações 7.3 e 7.6, a fracção de ligando complexado pode ser dada pela seguinte 
expressão: 
 
[7.14] 
Definindo 
/,
=100 e combinando esta equação com a equação 7.9, obtém-se a seguinte expressão 
para a intensidade relativa de fluorescência, a determinado CO, para qualquer ponto da titulação: 
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[ ] 10041)  kC  (kC-1)  kC  (kC
2
100 22
MLML +−++++×
−
= LM
L
ML
CCk
kC
I
I  
[7.15] 
Utilizando os dados experimentais obtidos nas titulações de fluorescência, esta equação pode ser 
resolvida por análise de regressão não linear de 
,
 vs 
0&
, para o cálculo de IML, 
N
 e 
/&
. 
Apesar de, desde muito cedo, o método de Ryan & Weber (1982) (método R&W) ter vindo a sofrer 
críticas (Cabaniss & Shuman, 1986; Cook & Langford, 1995; Smith & Kramer, 2000), este tem sido 
amplamente utilizado, até em estudos recentes (Luster et al., 1996; Esteves da Silva et al., 1998a; 
Plaza et al., 2006; Bai et al., 2008). Para aplicação do método R&W é necessário assumir as 
seguintes limitações: 
• O material que fluoresce é representativo de todo o conjunto de material analisado; 
• Esse material funciona como um tipo de ligando com a média das suas propriedades 
representadas por K e CL; 
• Este método assume uma estequiometria de 1:1. 
De forma a poder extrair mais informação e determinar com maior rigor os parâmetros de 
complexação em titulações fluorimétricas, têm sido investigadas outras metodologias baseadas em 
modificações do método R&W (Luster et al., 1996; Smith & Kramer, 1998; 1999). Luster et al. (1996) 
aplicou o modelo 1:1 a vários pares de CO, em matrizes de excitação/emissão de amostras de 
extracto de folhas de zimbro na presença de cobre. Os autores trataram cada conjunto de dados de 
concentração de cobre versus intensidades de fluorescência, a cada par de CO, individualmente, e 
ajustaram à equação de Ryan & Weber (1982). 
Para além do método de Ryan & Weber (1982), têm sido propostos outros modelos para o cálculo 
dos parâmetros de complexação das substâncias húmicas com iões metálicos a partir de ensaios de 
titulações fluorimétricas (Grimm et al., 1991; Midorikawa & Tanoue, 1998; Monteil-Rivera & 
Dumonceau, 2002; Hays et al., 2004). Destes, o mais simples é o método de Stern-Volmer 
modificado que considera classes de populações de fluoróforos com diferentes acessibilidades. Este 
método e o de Ryan & Weber (1982) têm sido aplicados em estudos recentes com diferentes tipos 
de amostras de substâncias húmicas (Cao et al., 2004; Esteves da Silva & Oliveira, 2002; Plaza et 
al., 2006). Esteves da Silva et al. (1998b) obteve a mesma informação quantitativa através de 
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parâmetros de complexação determinados a partir desses dois métodos. Desta forma, no presente 
estudo tentou-se utilizar o método de Ryan & Weber (1982) para o cálculo dos parâmetros de 
complexação correspondentes aos fluoróforos identificados. 
7.1.2. Controlo das Condições de Equilíbrio nas Titulações Fluorimétricas 
Para aplicação do modelo de Ryan e Weber, as titulações fluorimétricas devem ser conduzidas com 
o pH e a força iónica controlados. Esssas variáveis têm influência directa nas condições de 
equilíbrio de metal-humatos, sendo essenciais para a definição das constantes de formação 
condicionais desses complexos. Para o controlo destes parâmetros, pode-se recorrer a soluões 
tampão e electrólitos que mantenham essas condições constantes. 
Porém, é necessário ter em consideração que a natureza de cada solvente e as suas características 
fisico-quimicas têm influência sobre a forma dos espectros de fluorescência (Hammud et al., 2008). 
Essa influência pode-se dever à introdução de novos fluoróforos contaminantes ou à alteração do 
ambiente químico que envolve os fluoróforos analisados e o seu estado iónico (Valeur, 2002). Desta 
forma, a escolha das soluções utilizadas para o controlo do pH e da força iónica deve ser cuidadosa 
para que as substâncias que as constituem não contenham fluoróforos contaminantes interferindo 
na intensidade de fluorescência, nem complexem com o catião metálico em estudo competindo com 
os ácidos húmicos. 
Para o controle das condições de pH nas soluções a analisar existem duas opções alternativas: ou 
se acerta o pH através de soluções diluídas de ácido e base fortes, ou se recorre a soluções 
tampão. A segunda hipótese tem a vantagem de ser mais simples e menos demorada, diminuindo 
os erros operacionais devidos à introdução de um eléctrodo de pH e outras tarefas práticas que o 
acerto e medição de pH implicam. 
Porém, na maioria dos estudos sobre titulações fluorimétricas reportados na bibliografia recorrem ao 
acerto do pH com soluções de ácidos ou bases fortes, em detrimento do uso de tampões (Smith & 
Kramer, 2000; Monteil-Rivera, 2002; Plaza et al., 2006). Essa opção deve-se essencialmente aos 
constrangimentos inerentes ao uso de soluções que possam interferir sobre os iões metálicos 
(Soares et al., 1999; Machado et al., 2004; Guardado et al., 2008). 
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Para a caracterização das substâncias húmicas sedimentares por fluorescência molecular síncrona 
foi utilizado o tampão fosfato para ajuste do pH (Mendonça et al., 2004). Porém, a interacção do 
tampão fosfato com iões metálicos é vastamente conhecida (Martell & Smith, 2004; Guardado et al., 
2008), pelo que não pode ser aplicado em estudos que envolvam equilibrios com metais. Soares et 
al. (1999), em estudos de voltametria, analisaram a interacção de um ácido aminosulfónico, o ácido 
2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES), com os iões metálicos cobre e zinco, chegando à conclusão 
que este tampão não interage com esses iões metálicos. No presente trabalho foram traçados 
espectros de absorvância ao tampão MES, verificando que não absorve radiação ultravioleta, não 
constituindo problema relativamente a artefactos devidos ao efeito de filtro interno. 
Para além disso, comparando espectros de fluorescência síncrona de soluções de ácidos húmicos 
preparadas com este tampão com outras cujo pH foi acertado com soluções diluídas de NaOH e 
HNO3, não se observam diferenças significativas (figura 7.1). Assim, conclui-se que este tampão 
pode ser utilizado em substituição das soluções de ácido e de base para ajustar o pH em titulações 
fluorimétricas. 
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Figura 7.1: Comparação de espectros de fluorescência síncrona (∆λ=60 nm) de soluções de substâncias 
húmicas sedimentares (10 mg/L em NaClO4) com pH ajustado a 6, com soluções diluídas de 
NaOH e HNO3 (sem MES) ou com a solução tampão MES (2x10-3 M). 
Relativamente ao electrólito para controlo da força iónica nas soluções a titular, os compostos mais 
utilizados em estudos fluorimétricos são o KNO3 e o NaClO4 (Ryan & Weber, 1982; Esteves da Silva 
& Oliveira, 2002; Hays et al., 2004). Porém, o primeiro absorve bastante a comprimentos de onda 
inferiores a 300 nm, não sendo aconselhável em ensaios que impliquem medições fluorimétricas a 
esses comprimentos de onda (Ryan & Weber, 1982). O NaClO4, por seu turno, não absorve 
radiação na gama de ultravioleta e visível usada nas titulações fluorimétricas dos ácidos húmicos. 
Adicionalmente, este composto é considerado como um sal inerte (Hays et al., 2004). Desta forma, 
não se espera que este electrólito introduza artefactos nos espectros de fluorescência. 
No entanto, em titulações fluorimétricas importa ainda testar o efeito das soluções de metal sobre os 
espectros de fluorescência. Normalmente, os compostos de cobre (II) utilizados são o Cu(NO3)2, e o 
Cu(ClO4)2 (Luster et al., 1996; Esteves da Silva et al., 1998c; Midorikawa & Tanuoue, 1998; Hays et 
al., 2004). No presente trabalho preferiu-se a utilização do primeiro composto, uma vez que se 
dispunha de soluções já padronizadas para utilização em medições por absorção atómica. Para 
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além disso, na gama de concentrações utilizada para as titulações fluorimétricas, a sua utilização 
não introduz artefactos significativos devidos à absorção do ião nitrato (figura 7.2). 
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Figura 7.2: Comparação de espectros de fluorescência síncrona (∆λ=60 nm) de soluções de substâncias 
húmicas sedimentares (10 mg/L em NaClO4) com 2 mg/L de cobre (II) preparadas a partir de 
solução padrão de Cu (em HNO3) para absorção atómica ou de (CuClO4)2 sólido. Intensidades 
de fluorescência em unidades arbitrárias (u.a.). 
7.2. MÉTODOS 
7.2.1. Amostras de Ácidos Húmicos Estudadas 
Tal como já foi explicado no capítulo anterior, relativo às titulações potenciométricas, pretendeu-se 
avaliar os efeitos das modificações estruturais e composicionais, induzidas pelas plantas de sapal, 
nos ácidos húmicos sedimentares sobre a sua capacidade de complexação com o cobre. Desta 
forma, as amostras de ácidos húmicos estudadas por titulações fluorimétricas foram as mesmas que 
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foram estudadas por titulações potenciométricas, excepto os AH dos sedimentos superficiais do 
local colonizado pela H. portulacoides (H1A) por não serem encontradas diferenças significativas no 
seu conteúdo funcional ácido relativamente aos AH da mesma camada do local colonizado pela A. 
fruticosum (H2A). 
7.2.2. Descrição das Titulações Fluorimétricas 
As titulações fluorimétricas de ácidos húmicos com cobre foram realizadas em batch. Na véspera de 
cada ensaio de titulações fluorimétricas, foram preparadas 15 soluções de titulação de AH 10 mg/L 
com concentração variada de metal (0-3,70x10-5 mol/L), numa matriz de NaClO4 0,1 mol/L e de 
tampão MES (0,002 mol/L; pH= 6). Durante os ensaios fluorimétricos, as soluções eram mantidas à 
temperatatura constante de 25ºC através da sua imersão num banho termostatizado. 
Cada solução de titulação foi sujeita a varrimentos síncronos de fluorescência molecular (∆λ=60 
nm) e a varrimentos de UV-visível para registo dos valores da sua absorvância, utilizados para a 
correcção do efeito de filtro interno. Em cada ensaio diário, foram varridas pelo menos duas réplicas 
de espectros síncronos e de absorvância no UV-Visível. Todos os espectros de fluorescência foram 
corrigidos através da sua subtracção com a média de dois a três brancos, obtidos através de 
varrimentos efectuados sobre uma solução de tampão MES (0,002 mol/L, pH= 6,1) e NaClO4 0,1 
mol/L. Os varrimentos sobre os brancos foram efectuados antes e depois dos varrimentos sobre as 
soluções das amostras em estudo, nas mesmas condições em que estas foram efectuadas. A linha 
de base dos espectros de UV-visível foi traçada sobre água desionizada, sistema Mili-Q Plus 185. 
Para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, os ensaios para cada amostra de AH foram 
efectuados em pelo menos três dias diferentes, correspondendo os espectros finais apresentados à 
média dos diferentes ensaios.  
A dispersão de Rayleigh nos espectros de fluorescência foi controlada de acordo com o descrito por 
Ryan e Weber (1982). Esta dispersão ocorre na presença de precipitado, que se vai formando com 
a ocupação dos locais de coordenação nos ácidos húmicos pelos iões de cobre (II) e consequente 
coagulação/floculação dos complexos. Como resultado, é recebido um sinal de emissão sem que 
ocorra fluorescência. Este sinal pode ser detectado quando os monocromadores de emissão e de 
excitação são ajustados para o mesmo comprimento de onda. No presente estudo, a dispersão de 
Rayleigh foi averiguada aos comprimentos de onda de 400 nm e de 500 nm. 
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Considerou-se que a dispersão de Rayleigh era significativa a partir da concentração cuja 
intensidade de luz emitida seja superior ao dobro da intensidade de luz emitida pela solução de AH 
sem metal. Quando tal acontecia, os pontos correspondentes a essas concentrações não eram 
considerados para a curva de titulação. 
7.2.3. Reagentes e Soluções 
Todos os reagentes utilizados eram de qualidade analítica e para a preparação das soluções foi 
utilizada água desionizada, sistema Mili-Q Plus 185. 
As soluções de titulação de ácidos húmicos com cobre foram preparadas a partir da mistura de 
soluções mãe de ácidos húmicos 20 mg/L, em MES (0,004 mol/L; pH=6) e NaClO4 0,2 mol/L, com 
uma solução intermédia de Cu(NO3)2 1,26x10-3 mol/L. Em balões volumétricos de 50 mL, 
adicionaram-se 25 mL de solução mãe de AH e um volume variável de solução intermédia de 
Cu(NO3)2. 
 As soluções mãe de ácidos húmicos (20 mg/L) foram preparadas em balões volumétricos de 500 
ml. Para tal, os AH foram dissolvidos em 5 ml de NaOH 0,1 mol/L (em ambiente de N2), 
adicionaram-se 10 mL de solução de MES 0,2 mol/L (pH 6), 250 mL de NaClO4 0,4 mol/L, e perfez-
se o volume de 500,0 mL num balão volumétrico, com água Mili-Q Plus 185. 
A solução intermédia de Cu(NO3)2 1,26x10-3 mol/L, foi preparada a partir de uma solução padrão 
para absorção atómica de Cu(NO3)2 1,57x10-2 mol/L. Para não interferir com o pH das soluções de 
titulação, o pH da solução de Cu(NO3)2 foi acertado a 4-5 com soluções diluídas de NaOH e HNO3. 
Posteriormente, transferiu-se quantitativamente para um balão volumétrico de 100 ml e perfez-se 
com água desionizada. 
A solução tampão MES (0,2 molL-1; pH 6) foi preparada através da sua dissolução em água e acerto 
do pH com soluções diluídas de NaOH e HNO3. Posteriormente, transferiu-se quantitativamente 
para um balão volumétrico de 100 ml, onde se perfez o volume final. Para acerto da força iónica 
foram utilizadas soluções stock de NaClO4 0,4 mol/L (56,39 g/1000 ml). 
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7.2.4. Condições Instrumentais 
Parte dos espectros de fluorescência foram medidos no espectrofluorímetro JASCO (Tóquio, 
Japão), modelo FP-770, utilizando uma lâmpada de xenon como fonte de excitação. Os parâmetros 
instrumentais seleccionados para o varrimento dos espectros foram os utilizados na caracterização 
das substâncias húmicas sedimentares por fluorescência molecular síncrona e encontram-se 
descritos na tabela 5.2. Todos os espectros obtidos neste espectrofluorímetro foram corrigidos para 
a excitação e para a emissão de acordo com os procedimentos descritos em 4.2.2. 
Também se efectuaram ensaios com um espectrofluorímetro Fluoromax-3. Este espectrofluorímetro 
monitoriza a intensidade do feixe de excitação com um detector situado no canal de referência (R). 
A intensidade do sinal obtida por esse detector não é independente do CO, uma vez que a sua 
sensibilidade não é igual para todos os comprimentos de onda (De Rose et al., 2007). Para anular 
as variações devidas ao detector, o fabricante criou um ficheiro com factores de correcção obtidos 
através do varrimento do sinal de uma lâmpada de referência em função do CO. Os valores assim 
obtidos foram divididos pelos valores de referência para essa lâmpada, que se encontram 
tabelados, constituindo os espectros constantes no ficheiro de correcção (‘xcorrect’). Os valores 
constantes nesse ficheiro foram então multiplicados pelo espectro da lâmpada de xénon, obtido 
diariamente. Deste modo, obtiveram-se espectros devidos às variações da lampada e do detector 
(Rc). Dividindo os espectros obtidos para as amostras analisadas (S) pelos espectros diários Rc, 
obtiveram-se os espectros corrigidos para a excitação. Assim, para cada comprimento de onda (λ): 
Scλ= Sλ / Rcλ  [7.16] 
Para além do ficheiro supracitado, o Fluoromax-3 possui também um ficheiro, “mcorrect”, com os 
factores de correcção de emissão, Mλ, determinados pelo fabricante. Estes factores foram utilizados 
para a correcção da emissão nos espectros obtidos por este instrumento, através da seguinte 
expressão: 
S’cλ= Scλ x Mλ [7.17] 
Para além das correcções devidas às variações instrumentais, também se corrigiram os espectros 
obtidos nos dois espectrofluorímetros relativamente ao efeito de filtro interno através da equação 
4.9. Para a determinação das absorvâncias utilizadas na correcção do efeito de filtro interno, 
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varreram-se espectros de absorção no UV-Visível num espectrofotómetro Shimadzu (Düsseldorf, 
Kent, Alemanha), modelo UV 2101 PC, de duplo feixe. Para os varrimentos foram utilizados os 
parâmetros instrumentais descritos na tabela 7.1. 
Tabela 7.1 
Parâmetros instrumentais definidos para o varrimento dos espectros de absorvância no UV-Vísivel das 
soluções de titulação de ácidos húmicos sedimentares com cobre. 
Velocidade de varrimento: média 
Intervalo de dados: 1 nm 
Largura das fendas: 1 nm 
Voltagem do fotomultiplicador: média 
7.2.5. Processamento dos Resultados 
Todos os cálculos referentes ao tratamento dos espectros foram efectuados na folha de cálculo 
Excell. Após as devidas correcções, calcularam-se para cada comprimento de onda os valores de 
intensidade de fluorescência em função da concentração de metal, em mol/Lx105. Esses valores 
foram transferidos para o programa Sigmaplot e utilizados para o ajuste do modelo de Ryan e 
Weber (1982) (equação 7.15), por regressão não linear. Desta forma obteve-se, para cada ensaio 
de titulação, a concentração de ligando em solução (CL), em molL-1x105, e a constante de equilíbrio 
condicional (K). Os valores estimados para CL foram divididos pelos valores da concentração de 
ácidos húmicos, em g/L, para obtenção das capacidades de complexação, as quais foram 
expressas em mmol/g. Os parâmetros de complexação considerados para cada amostra 
correspondem à média dos ensaios efectuados em dias diferentes. 
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7.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
7.3.1. Efeito da Presença de Cobre (II) sobre os Espectros de Fluorescência dos Ácidos 
Húmicos Sedimentares 
Na figura 7.3 apresentam-se os espectros síncronos (∆λ=60 nm) obtidos para as diferentes 
soluções de titulação de uma amostra de ácidos húmicos sedimentares (H2A) com cobre (II), no 
espectrofluorímetro Jasco, FP-770. Tal como seria de esperar, ocorre uma diminuição nas 
intensidades de fluorescência com o aumento da concentração de cobre. Esse foi o comportamento 
geral, observado para todas as amostras de ácidos húmicos sedimentares. Esse efeito de 
“quenching” é bem visível na gama de comprimentos de onda de excitação superiores a 350 nm. 
Nessa gama de comprimentos de onda podem ser selecionadas duas bandas cujos perfis de 
“quenching” importa analisar. Essas bandas correspondem aos CO de excitação de 420 nm e 454 
nm. 
Nos comprimentos de onda de excitação inferiores a 350 nm, é bem visível a variação da 
intensidade de fluorescência a 280 nm e a 340 nm. Porém, é difícil estabelecer uma relação directa 
entre a concentração de metal e a intensidade de fluorescência. Desta forma, dificilmente se obtêm 
dados reprodutíveis e repetitivos que possam ser utilizados em estudos quantitativos a estes 
comprimentos de onda. 
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Figura 7.3. Espectros síncronos (∆λ=60 nm) das soluções de titulação de ácidos húmicos sedimentares 2A 
com cobre II. Ensaios efectuados numa matriz de NaClO4 0,1 mol/L em tampão MES 0,002 
mol/L. 
7.3.2. Efeito da Concentração de Cobre (II) Sobre a Absorvância dos Ácidos Húmicos 
Sedimentares 
Um dos factores condicionantes mais relevantes para os estudos fluorimétricos é o efeito de filtro 
interno, cuja correcção se torna pertinente quando ocorre variação nos valores da absorvância ao 
longo da titulação. Assim, a absorvância das soluções de titulação foi acompanhada de forma a 
identificar o comportamento dos ácidos húmicos quanto a este parâmetro ao longo de uma titulação 
fluorimétrica. 
Na figura 7.4 encontram-se representados os valores da absorvância de uma amostra de ácidos 
húmicos sedimentares em função da concentração de cobre (II) (mmol Cu2+/g AH) a diferentes CO. 
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De uma forma geral, ocorre um aumento da absorvância com o aumento da concentração de cobre, 
sendo esta tendência mais pronunciada aos CO de onda inferiores. 
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Figura 7.4. Variação da absorvância de ácidos húmicos sedimentares, a diferentes comprimentos de onda, 
em função da concentração relativa de cobre (mmol/g HA). Os valores de absorvância são em 
percentagem relativamente ao valor inicial, sem a presença de metal. Ensaios efectuados 
numa matriz de NaClO4 0,1 mol/L em tampão MES 2x10-3 mol/L. 
Este comportamento foi detectado em diversos estudos com proteínas, ácidos fúlvicos e húmicos, 
devendo-se à ocorrência de transições electrónicas das orbitais do ligando para as do cobre 
(Gamble et al., 1980; Christian, 1994; Valeur, 2002; Bai et al., 2008). Recentemente, num estudo 
com ácidos húmicos, foi proposto calcular os parâmetros de complexação com o cobre através de 
titulações de absorvância ultravioleta (Bai et al., 2008). 
Dado que a concentração de metal influencia a quantidade de radiação absorvida pelos ácidos 
húmicos, será de esperar que ocorram diferentes desvios às intensidades de fluorescência, 
provocados pelo efeito de filtro interno, consoante a concentração de metal presente (Borissevitch, 
1999). Como resultado, os perfis de titulações fluoriméticas de ácidos húmicos com cobre ver-se-ão 
afectados por esse fenómeno. Por esse motivo, decidiu-se corrigir os valores de intensidade de 
fluorescência relativamente ao efeito de filtro interno. 
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7.3.3. Determinação dos Parâmetros de Complexação 
Na figura 7.5 apresentam-se as curvas de titulação obtidas para diferentes CO, a partir de espectros 
síncronos (∆λ=60 nm), varridos sobre as soluções de titulação de ácidos húmicos 2A com cobre 
(II). Na figura 7.6 encontra-se uma análise comparativa dos respectivos parâmetros de complexação 
e na tabela 7.2 estão compilados os parâmetros estatísticos associados às estimativas desses 
parâmetros de complexação. 
Nos comprimentos de onda inferiores (280 nm e 340 nm) a variabilidade dos dados não permite a 
obtenção de parâmetros de ajuste que garantam uma relação entre as variáveis dependente e 
independente (valores de P marcados a negrito na tabela 7.2). De facto, para estes comprimentos 
de onda só se conseguiram ajustes aos dados experimentais em dois dos ensaios efectuados. Esse 
facto, aliado à grande variabilidade demonstrada na figura 7.6, confere elevada incerteza aos 
parâmetros de complexação determinados para os diferentes ensaios. Nas restantes amostras de 
ácidos húmicos com bandas de fluorescência a estes comprimentos de onda, isto é, em H2E e H3A 
também não foram conseguidos ajustes de Ryan & Weber (1982) que permitissem calcular os 
parâmetros de complexação com segurança. 
Relativamente aos comprimentos de onda superiores (420 nm e 454 nm), foram obtidos bons 
ajustes com boas estimativas para os parâmetros de complexação (figura 7.5 e tabela 7.2). Assim, 
relativamente aos fluoróforos dos ácidos húmicos 2A excitados a estes comprimentos de onda, 
pode-se afirmar que correspondem a ligandos cujos parâmetros de complexação estão 
representados na figura 7.6. 
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Figura 7.5. Perfis de titulação fluorimétrica de ácidos húmicos sedimentares 2A (10,5 + 0,4 mg/L) com o 
cobre (II), obtidos para diferentes comprimentos de onda. Ensaios efectuados numa matriz de 
NaClO4 0,1 mol/L em tampão MES 2x10-3 mol/L (pH=6). As intensidades de fluorescência 
foram obtidas a partir de espectros síncronos (∆λ=60 nm). As linhas contínuas correspondem 
à curva média dos ajustes de Ryan & Weber (1982) aos pontos dos ensaios individuais (2 a 3 
réplicas). 
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Figura 7.6. Parâmetros de complexação de ácidos húmicos sedimentares 2A (10,5 + 0,4 mg/L) com o cobre 
(II), obtidos para diferentes comprimentos de onda, através da equação de Ryan & Weber 
(1982). Ensaios efectuados numa matriz de NaClO4 0,1 mol/L em tampão MES 2x10-3 mol/L 
(pH=6). As intensidades de fluorescência foram obtidas a partir de espectros síncronos (∆λ=60 
nm). Valores médios de 2 a 3 réplicas e as respectivos desvios médios ou desvios padrão. 
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Tabela 7.2. 
Gama de valores obtidos para os parâmetros estatísticos de avaliação ao ajuste da curva de Ryan & Weber 
(1982) aos dados dos ensaios de titulações fluorimétricas de H2A com Cu2+. A negrito estão os valores que 
não asseguram uma boa relação entre as variáveis indepente (concentração de Cu2+) e dependente 
(intensidade de fluorescência) 
  a b c 
  t P t P t P 
280 nm [2,3;2,9] [0,01;0,03] [5,4;8,4] <0,0001 [1,0;1,7] [0,1;0,4] 
340 nm [0,8;2,8] [0,02;0,45] [14;17] <0,0001 [1,2;6,4] [0,0;0,3] 
420 nm [7,9;8,7] <0,0001 [15;17] <0,0001 [6,6;9,6] <0,0001 
454 nm [13;23] <0,0001 [12;18] <0,0001 [6,5;7,6] <0,0001 
  Análise à regressão 
  R2aj F P 
280 nm [0,9710;0,9831] [268;466] <0,0001 
340 nm [0,9647;0,9985] [165;5331] <0,0001 
420 nm [0,9987;0,9990] [5989;7792] <0,0001 
454 nm [0,9984;0,9992] [5135;7089] <0,0001 
Parâmetros de análise: 
R2aj. É o coeficiente de correlação para (n-2) graus de liberdade, 
sendo n o número de observações (entre 13 e 17); 
F. Mede a contribuição da variável independente para prever a 
variável dependente. Valores elevados implicam uma boa 
contribuição. F=1 indica que não há relação entre as duas variáveis; 
P . Mede a probabilidade de a relação estimada entre as variáveis 
independente e dependente ser errada. Assume-se que a relação é 
correcta quando P<0,05. Estão marcados a negrito os valores que 
não cumprem este requisito; 
t. Mede a probabilidade de os coeficientes não serem nulos. Quanto 
maior o seu valor maior é essa probabilidade. 
Parâmetros de ajuste: 
a.  Refere-se à concentração de ligando (CL). a=CL 
(mol/L)x10-5. 
b. Refere-se à intensidade de fluorescência 
residual (IML); 
c. Refere-se à constante de estabilidade 
condicional: c=kx105. 
 
Analisando a figura 7.6, verifica-se que a extensão da complexação com o cobre é maior na classe 
de ligandos representadas pela banda de maior CO, parecendo indicar que corresponde a 
populações de fluoróforos com maior afinidade para o ião Cu2+. Também pode acontecer que estes 
fluoróforos estejam mais acessíveis para o Cu2+ em meio aquoso se, por exemplo, estiverem 
localizados numa camada mais externa da matriz do AH (Nakashima et al., 2008). 
Na tabela 7.3 estão compilados os valores estimados para os parâmetros de complexação dos 
ácidos húmicos sedimentares com cobre, aos comprimentos de onda de excitação 420 nm e 454 
nm. Em quase todas as amostras de ácidos húmicos sedimentares, excepto nos AH2A, os valores 
obtidos para o log K situam-se nas mesmas gamas (valores comprendidos entre 5,37 e 5,73, para 
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λexc=420 nm e entre 5,69 e 5,97, para λexc=454 nm, indicando que as populações de ligandos 
representadas são idênticas independentemente da natureza dessas substâncias. Os valores 
determinados para este parâmetro nos AH 2A, extraídos dos sedimentos superficiais do local 
colonizado pela A. fruticosum, são ligeiramente superiores aos das restantes amostras (5,97+0,13 e 
6,04+0,12, respectivamente). 
Tabela 7.3. 
Parâmetros de complexação dos ácidos húmicos de sedimentares com o cobre, estimados pelo método de 
RyW para titulações fluorimétricas, aos λexc de 420 nm e 454 nm (∆λ=60 nm). Valores médios e respectivos 
desvios padrão (3 a 5 réplicas). Ensaios efectuados numa matriz de NaClO4 0,1 mol/L  em  tampão 
MES 2x10-3 mol/L (pH=6). 
420 nm 454 nm  
Camada de 
sedimento IML Log k 
LT 
(mmol g-1) 
IML Log k 
LT 
 (mmol g-1) 
2A 31 (4) 5,97 (0,13) 0,44 (0,06) 23 (4) 6,04 (0,12) 0,45 (0,10) 
2E 20 (2) 5,59 (0,07) 0,46 (0,09) 16 (1) 5,85 (0,05) 0,54 (0,05) 
2J 19 (1) 5,61 (0,12) 0,82 (0,11) 14 (1) 5,87 (0,10) 0,91 (0,08) 
3A 18 (1) 5,48 (0,04) 0,34 (0,01) 14 (1) 5,72 (0,03) 0,49 (0,02) 
3E 13 (3) 5,46 (0,09) 0,77 (0,13) 11 (1) 5,77 (0,07) 0,90 (0,11) 
3J 17 (1) 5,59 (0,04) 0,74 (0,05) 13 (1) 5,86 (0,03) 0,83 (0,02) 
Note-se que esta amostra de AH possui um maior conteúdo em azoto relativamente às restantes 
(tabela 5.3) apesar de não ser a amostra que tem a banda a λexc=280 nm, correspondendo à banda 
do triptofano, com maior intensidade (figura 5.10). Plaza et al. (2005), num estudo onde 
determinaram os parâmetros de complexação de um conjunto de ácidos húmicos extraídos de 
vários tipos de solo com o cobre, por titulações fluorimétricas, verificaram que as amostras de AH 
com maior conteúdo em azoto eram as que mostravam formar complexos mais fortes com o cobre e 
fizeram referência a um estudo anterior que apontavam para os mesmos resultados (Stevenson & 
Chen, 1991). De acordo com Senesi (1992), citado por Plaza et al. (2005), os iões de cobre podem 
ser fortemente ligados a grupos dadores com N, através de ligações do tipo porfirina. Assim, os 
fluoróforos de AH2A representados pelos comprimentos de onda de excitação a 420nm e 454 nm, 
podem conter grupos ligantes com azoto. Lembre-se que esta amostra corresponde à camada de 
sedimentos sujeita à acção de plantas activas, pelo que estes grupos poderão ser originários de 
material contendo clorofila que é uma estrutura do tipo porfirina. 
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Relativamente aos valores de log K obtidos para as restantes amostras de AH, Smith & Kramer 
(2000) obtiveram valores semelhantes para fluoróforos idênticos de ácidos fúlvicos do Rio 
Suwannee (5,32+0,21 e 5,59+0,24 para a λexc/λem=420/500 e λexc/λem=480/540, respectivamente). 
O primeiro fluoróforo foi identificado pelos autores como sendo indicativo da presença de flavonas e 
o segundo foi dado como desconhecido. 
Analisando os valores das capacidades de complexação (LT) obtidos para as diferentes amostras de 
de ácidos húmicos sedimentares, verifica-se a ocorrência de duas classes distintas de AHS, 
consoante a sua capacidade de complexação (figura 7.7). Uma das classes, com um maior número 
de ligandos disponíveis, correspondente às amostras extraídas de sedimentos mais profundos e 
isentos de material vegetal recente (H2J, H3E e H3J) e outra com influência de material vegetal e/ou 
outro material biogénico recente, que possui um número inferior de ligandos disponíveis à 
complexação com o cobre. 
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Figura 7.7. Concentração de ligandos correspondentes às populações de fluoróforos analisadas em 
titulações de ácidos húmicos sedimentares com o cobre (II). Ensaios efectuados numa matriz 
de NaClO4 0,1 mol/L em tampão MES 2x10-3 mol/L (pH=6). As intensidades de fluorescência 
foram obtidos a partir de espectros síncronos (∆λ=60 nm). Valores médios de 3 a 5 réplicas e 
os respectivos desvios padrão. 
Estas duas classes correspondem aos tipos I e II, discutidos nos capítulos relativos à caracterização 
e ao comportamento ácido/base por titulações potenciometricas, dos AH sedimentares. De facto, os 
ácidos húmicos do tipo II foram os que revelaram possuir uma maior acidez total, tanto devida a 
grupos carboxílicos como fenólicos. Para além disso, os AH do tipo II são os que possuem um maior 
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conteúdo aromático e maior grau de humificação, confirmando a sugestão de Plaza et al. (2005) de 
que estas características estão fortemente relacionadas com a capacidade de complexação com 
metais das SH. 
Relativamente aos sedimentos colonizados, verifica-se ainda que o número de ligandos aumenta 
com o aumento da profundidade. De facto, os espectros de fluorescência síncrona (∆λ=60 nm) dos 
mesmos ácidos húmicos também indicavam a mesma tendência aos comprimentos de onda de 
excitação de 420 nm e 454 nm (figura 5.10). Considerando esta coincidência e os valores 
relativamente baixos obtidos para IML a estes CO (IML< 35%), pode-se considerar que os ligandos 
em estudo são uma fracção representativa destes fluoróforos. Este é um dos pressupostos para a 
aplicação da equação de RyW para o cálculo dos parâmetros de complexação a partir dos dados de 
titulações fluorimétricas (Ryan & Weber, 1982). 
No entanto, comparando os valores de capacidade de complexação dos ligandos representados 
pelos dois fluoróforos com os da concentração de grupos funcionais ácidos (tabela 6.4), verifica-se 
que os primeiros são inferiores aos últimos. Mesmo que se considere que os dois fluoróforos 
representam grupos de ligandos independentes entre si, a soma dos seus valores de capacidade de 
complexação é 3 a 4 vezes inferior ao valor da concentração de grupos funcionais ácidos. De 
acordo com Plaza et al. (2005) este facto pode sugerir que ou nem todos os grupos fenólicos e 
carboxílicos estão disponíveis para complexar com o cobre, devido à competição por protões ou a 
efeitos electrostáticos, ou existem ligandos que envolvem mais do que um grupo funcional ácido na 
coordenação ao metal. 
No entanto, lembre-se que os fluoróforos considerados podem não representar todos os ligandos 
para o cobre existentes nos ácidos húmicos em estudo. Por exemplo, os fluoróforos com os 
comprimentos de onda de excitação a 280 nm e a 340 nm, cujos valores dos parâmetros de 
complexação não foram possíveis obter, podem representar outras classes de ligandos para o cobre 
diferentes das representadas pelos fluoróforos de maiores comprimentos de onda de excitação. 
Note-se que o primeiro fluoróforo representa unidades estruturais do tipo peptídico e o segundo 
unidades do tipo salicílico (ver figura 4.6). Estes dois tipos de estruturas possuem afinidade para o 
Cu(II), podendo o primeiro criar complexos fortes com este metal (Wu & Tanuoe, 2001) e o segundo 
complexos com constantes de formação da mesma ordem de grandeza que os representados pelos 
fluoróforos de maiores comprimentos de onda de excitação, com log K = 5,5, a pH=6  (Martell & 
Smith, 1987). 
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Repare-se ainda que os AH do tipo I, que contêm unidades peptídicas na sua estrutura e possuem a 
banda do triptofano nos seus espectros de fluorescência, são os que mostraram maiores diferenças 
entre a soma dos valores de capacidade de complexação dos ligandos representados pelos dois 
fluoróforos de maiores comprimentos de onda de excitação com os da concentração de grupos 
funcionais ácidos. Estes resultados sugerem que os ligandos representados pelos fluoróforos de 
280 nm de excitação parecem ser importantes para a complexação com o cobre, merecendo um 
estudo mais aprofundado. 
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VIII. 
CONCLUSÕES GERAIS E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Estando situados em zonas intertidais e na foz de rios e cursos de água, os sapais estuarinos são 
ambientes particulares, muitas vezes considerados como ambientes intermédios entre os 
ecossistemas aquáticos e terrestres, por um lado, e marinhos e ribeirinhos, por outro (Mitsch & 
Gosselink, 2000). Como resultado, os seus sedimentos possuem específicidades muito 
características que necessitam de ser estudadas com uma profundidade adequada se se pretende 
conhecer os mecanismos fisico-químicos e biológicos que se desenrolam no seu seio e as suas 
implicações para o papel funcional que os sapais desempenham dentro dos ambientes estuarinos. 
Se, por um lado a sua génese resulta da deposição de material terrestre, trazido pelo escoamento 
superficial, juntamente com material marinho, transportado pela acção das marés, esse sedimento 
funciona como um substracto para a colonização vegetal, sofrendo por isso alterações profundas 
que alteram o curso da sua diagénese e da produção e transformação da MO sedimentar (Filip & 
Alberts, 1988; Kostka et al., 2002a; Cunha et al., 2005). Desta forma, o sedimento em sapais pode 
ser considerado como um solo, apesar das especificidades resultantes de ser um ambiente sujeito a 
ciclos mareais diários e a regimes hidrológicos sazonais, com consequentes variações no nível 
freático e na salinidade. Essas variações têm repercussões óbvias no seu ambiente físico-químico, 
nas comunidades biológicas que aí se fixam e nos seus nichos ecológicos. 
Devido ao facto de serem solos hídricos, os processos químicos que aí ocorrem são 
maioritariamente governados pelos processos de transformação da matéria orgânica e por reacções 
de oxidação-redução (Vepraskas & Faulkner, 2001). Desta forma, ao longo de um perfil de 
profundidade o ambiente químico sedimentar vai sofrendo alterações que são reguladas pela 
disponibilidade em oxigénio e pelo seu carácter oxidativo ou redutor, podendo ser distinguidas 
diferentes camadas. 
As alterações ocorridas na produção e transformação da MO sedimentar em sapais devem-se tanto 
ao desenvolvimento e decomposição da parte aérea das plantas, como ao desenvolvimento das 
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suas raízes e produção de seus exudatos (Filip & Alberts, 1988; Goñi & Thomas, 2000; Otero et al., 
2007), podendo reflectir-se em modificações na composição, estrutura e comportamento das 
substâncias húmicas sedimentares como ligandos para o cobre. 
Apesar de as SH constituírem uma fracção importante de ligandos orgânicos (Mayer, 1985; Tipping, 
2002; Wright & Welbourn, 2002; Plaza et al., 2006) e da MO em solos estuarinos (Gonzalez Prieto 
et al., 1989; Santín, 2008), a composição, estrutura e comportamento da matéria húmica de sapais 
e outros ambientes estuarinos similares ainda está pouco documentada (Gonzalez Prieto et al., 
1989; Alberts & Filip, 1994a; 1998; Alberts & Takács, 1999; De Souza Sierra et al., 2000; Rosa et 
al., 2000; Mendonça et al., 2004; Santín et al., 2007; 2008). Filip, Alberts e seus colaboradores 
(Alberts et al., 1988; Filip et al., 1988; Alberts & Filip, 1989; Filip & Alberts, 1989; 1993) foram os que 
mais se debruçaram sobre a avaliação da real contribuição vegetal para a composição das SHS, 
através de estudos efectuados em sapais norte-americanos, essencialmente colonizados por uma 
única espécie vegetal, a Spartina alterniflora. Mais recentemente, Santín et al. (2008; 2009) 
caracterizaram as SH de sapais colonizados por Spartina maritima e por Juncus maritimus, com 
diferentes localizações geográficas e diferentes regimes de inundação. 
Com o presente estudo pretendeu-se alargar estes estudos a sedimentos colonizados por outro tipo 
de plantas da família Chenopidaceae, Halimione portulacoides e Arthrocnemum fruticosum, 
existentes na Ria de Aveiro. Para além disso foram investigadas as variações à pequena escala 
espacial na composição, estrutura e comportamento das SH sedimentares, cujo estudo não foi 
efectuado em trabalhos anteriores. As variações espaciais estudadas foram ao longo de um 
transepto horizontal e ao longo de um perfil de profundidade. As variações horizontais reflectem a 
colonização vegetal dos sedimentos efectuada por diferentes espécies de plantas em oposição a 
sedimentos não vegetados. As variações verticais reflectem a produção e transformação da MO nas 
camadas de sedimentos superficial (0-5 cm), com povoações de plantas activas, algas, fitoplâncton 
e outros organismos bentónicos, intermédia (20-25 cm), com matéria vegetal subterrânea de 
colonizações antigas e organismos associados, e profunda (45-50 cm), com escassez de biomasssa 
vegetal. 
Este trabalho permitiu demonstrar que a colonização de sedimentos por plantas vasculares 
superiores da família Chenopodiacea conduz a uma alteração profunda no ambiente sedimentar. Os 
sedimentos em estudo apresentaram-se ligeiramente ácidos com valores de pH a variarem entre 5,7 
e 7,0, registando-se os valores mais baixos (inferiores a 6) nos sedimentos superficiais dos locais 
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vegetados onde as raízes das plantas se encontram activas, libertando CO2 e compostos orgânicos 
acídicos (Vale et al., 1997; Dakora & Philips, 2002; Duarte et al., 2007). Os potenciais redox 
registados são característicos de ambientes óxicos e subóxicos, a nível superficial, e anóxicos, nas 
camadas mais profundas de sedimento. Os valores mais elevados foram detectados nos 
sedimentos superficiais dos locais vegetados, onde o sedimento sofre uma oxigenação promovida 
pelas raízes das plantas (Madureira et al., 1997; Kostka et al., 2002a). 
A zona de descontinuidade redox situou-se nas camadas imediatamente subjacentes à superficial, 
até aos primeiros 10 cm de profundidade, no local colonizado pela H. portulacoides, e até aos 15 
cm, nos restantes locais. Assim, é de esperar que a partir desta profundidade, espécies oxidadas 
como, os nitratos e os sulfatos vão sendo consumidas, com consequente formação de nitritos e 
sulfuretos, de uma forma mais pronunciada nos locais com elevados teores de matéria orgânica 
oxidável (Howes et al., 1981; Costa, 1991; White, 1998; Kostka et al., 2002a; Varennes, 2003). 
Os sedimentos superficiais e intermédios dos locais vegetados foram os que apresentaram um 
maior conteúdo de matéria orgânica, traduzido em termos de valores de %C. Essa MO terá 
resultado da elevada actividade fotossintética e da acumulação de material trazido pelos fluxos 
ribeirinhos e tidais, nos sedimentos superficiais (Mitsch & Gosselink, 2000; Caçador et al., 2004), e 
da acumulação de tecidos vegetais parcialmente decompostos de colonizações antigas, nos 
sedimentos intermédios (Otero et al., 2007; Válega et al., 2008a). Nas mesmas camadas de 
sedimento registaram-se os maiores valores de %N cuja acumulação terá sido promovida pela 
presença de plantas. Conforme será adiante explicado, as substâncias húmicas sedimentares 
desempenham um papel fundamental nessa acumulação de azoto através da retenção de unidades 
peptídicas na sua estrutura. 
Nos sedimentos mais profundos registaram-se os maiores valores da razão C/N, reflectindo a 
presença de matéria orgânica num estado de humificação mais avançado. Note-se que, mesmo a 
este nível de profundidades, onde a biomassa vegetal é escassa, foi verificada uma diferença entre 
locais nos valores de C/N, com o local povoado pela A. fruticosum a destacar-se relativamente aos 
restantes. 
Relativamente à %S, os maiores valores foram observados nos sedimentos intermédios e profundos 
dos locais com plantas, sendo superiores nos sedimentos intermédios do locais povoado pela A. 
fruticosum. Para além dos sulfuretos, resultantes da redução do sulfato, os compostos orgânicos de 
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enxofre provenientes dos tecidos das plantas terão contribuído para os valores de %S registados 
nestas camadas de sedimentos. Estes compostos de enxofre terão sofrido transformações químicas 
e microbianas, formando-se macromoléculas orgânicas protegidas da degradação enzimática e 
microbiana. Parte dessas macromoléculas serão material húmico, principalmente nas camadas 
intermédias dos sedimentos vegetados onde se observaram os maiores valores de %S nos AH. 
A partir dos sedimentos em estudo, foram extraídos ácidos húmicos e ácidos fúlvicos através de 
uma ligeira alteração do método proposto pela IHSS para extracção de SH de solos, obtendo-se 
maiores quantidades de ácidos húmicos do que fúlvicos. Os sedimentos superficiais e profundos do 
local colonizado pela A. fruticosum foram os que forneceram as maiores percentagens de AH. As 
perdas de matéria orgânica, quantificadas em termos de absorvância a diferentes comprimentos de 
onda, foram determinadas durante a purificação de AF, verificarando-se valores que podiam ir até 
aos 70%. No entanto, essas perdas foram homogéneas para diferentes componentes da MO, 
sugerindo que os AF purificados reflectem amostras representativas das misturas iniciais extraídas.  
As substâncias húmicas extraídas foram caracterizadas através da análise elementar, da 
determinação do conteúdo em metais por ICP-AES e pelas técnicas espectroscópicas de 
absorvância no UV-Visível, fluorescência molecular síncrona, FTIR e RMN de 13C, no estado sólido. 
Para a caracterização por FMS foi investigado o efeito filtro interno sobre os espectros de 
fluorescência de soluções modelo e de AH e estudado o melhor método para a sua correcção. 
Assim, determinou-se que através do método proposto por Onho (2002) seria possível corrigir o 
efeito de filtro interno até uma concentração aproximada de 20 mg/L. 
Os valores de %Fe e de %Mn nos AHS mostraram uma variabilidade significativa, sendo mais 
abundantes nas amostras extraídas dos sedimentos superficiais dos locais com plantas e dos 
sedimentos mais profundos do local com A. fruticosum. Também foram analisados os teores em 
cobre e alumínio, cujos valores também mostraram ter alguma variabilidade. Relativamente aos 
valores de %Cu, os maiores valores foram obtidos nos sedimentos de maior biomassa vegetal. 
Observou-se ainda uma forte relação entre o conteúdo em Cu e as razões C/N e C/H, parecendo 
indicar que os fragmentos peptídicos e carbohidratados, presentes nos AH, poderão conter ligandos 
importantes para a complexação dos AH com o cobre. 
Relativamente à composição e estrutura das SH sedimentares em estudo, foi possivel obter 
informação sobre alguns aspectos relacionados com a sua diagénese e transformação ao longo de 
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perfis de profundidade em locais de diferentes ocupações vegetais. Designadamente, verificou-se 
uma tendência decrescente com a profundidade de material peptídico e de carbohidratos nos AH, 
mais acentuada nos locais com plantas. Essa tendência foi evidenciada pela evolução dos valores 
de %N e de %H com a profundidade de sedimentos e pela ausência nos AH dos sedimentos mais 
profundos dos sinais termogravimétricos e espectroscópicos característicos da presença deste tipo 
de material. 
Em oposição, verificou-se uma tendência geral crescente com a profundidade no grau de 
humificação, na aromaticidade e no conteúdo de grupos carboxílicos nas SH. Estas tendências 
foram evidenciadas pela evolução dos valores de C/N, C/H, %O, E2/E3, I280/I454, ε280, com a 
profundidade, e pelas maiores intensidades dos sinais espectroscópicos característicos de 
estruturas aromáticas e grupos carboxílicos nas SH dos sedimentos mais profundos. 
Para além da evolução na composição e estrutura das SH em profundidade, foi possível detectar 
diferenças induzidas pela presença de plantas. Relativamente aos AH foi possível categorizá-los em 
dois diferentes tipos: 
• Tipo I: característico dos AH extraídos dos sedimentos superficiais e dos sedimentos 
intermédios dos locais com plantas, os quais evidenciam uma incorporação de polissacarídeos 
e estruturas peptídicas, e menores graus de humificação e de aromaticidade. Estas 
características foram evidenciadas pelos valores de C/N, pelo comportamento termicamente 
menos refractário e a pela presença de sinais espectroscópicos característicos de estruturas 
peptícas e carbohidratadas. 
• Tipo II: característico dos AH extraídos dos sedimentos mais profundos e dos sedimentos 
intermédios do local sem plantas, em que se reflecte um maior grau de humificação e 
polimerização, um maior conteúdo aromático e em estruturas conjugadas e um maior conteúdo 
de grupos carboxílicos. Estas características foram evidenciadas pelos maiores valores de C/N, 
de ε280, pela maior resistência térmica e pelas maiores intensidades dos sinais 
espectroscópicos característicos de estruturas aromáticas e estruturas conjugadas. 
Essas diferenças estruturais conduzem as diferentes comportamentos ácido/base e de 
complexação com o cobre. Assim, os AH do tipo I possuem menores concentrações de grupos 
carboxílicos e fenólicos, resultando em cargas ácidas inferiores, e menor capacidade de 
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complexação com o cobre quando se consideram ligandos característicos de unidades aromáticas 
conjugadas. 
No entanto, refere-se que os valores de log K dos complexos formados entre os AH 2A, 
representativos da camada superficial dos sedimentos com plantas, e o cobre foram superiores aos 
das restantes amostras de AH estudadas. Este facto parece mostrar que os AH 2A possuem 
ligandos que formam complexos mais fortes com o cobre. Estes ligandos poderão ser compostos 
contendo azoto do tipo porfirina, dado que esta amostra é a que possui um maior conteúdo em 
azoto, apesar de não ser a que possui a maior intensidade da banda a 280 nm nos espectros de 
FMS, característica de material peptídico. 
Quanto a outros ligandos, nomeadamente os representativos de estruturas peptídicas contendo 
fragmentos do aminoácido triptofano (correspondentes aos fluoróforos de λexc=280 nm) e de 
estruturas aromáticas simples (correspondentes aos fluoróforos de λexc=340 nm), não foi possível 
obter resultados conclusivos. Os AH do tipo I demonstraram conter maior conteúdo peptídico e 
menor conteúdo aromático, pelo que o estudo dos ligandos para o cobre representados pelos 
fluoróforos de λexc=280 nm e de λexc=340 nm seria importante para comprender melhor o efeito da 
presença de plantas nos sedimentos de sapal sobre a capacidade dos ácidos húmicos 
sedimentares complexarem com o cobre. Porém, apesar de ter sido possível corrigir os espectros 
de fluorescência a estes comprimentos de onda relativamente aos efeitos de filtro interno, não foi 
possível determinar os parâmetros de complexação com o cobre dos ligandos representados por 
estes fluoróforos, através da equação de Ryan & Weber (1982). Assim, será necessário efectuar um 
estudo mais aprofundado para determinar as causas de tal insucesso. 
Para além das diferenças entre os dois tipos de AH, também foram detectadas diferenças na 
composição e estrutura dos AF das camadas superiores de sedimentos, reflectindo a presença de 
diferentes colonizações vegetais. Existem ainda certas especificidades na variação das 
características do sedimento e das SH com a profundidade nos diferentes locais estudados. Desta 
forma, as diferenças entre as SH sedimentares não poderão ser explicadas meramente com a 
presença de material vegetal oriundo de diferentes espécies de plantas, mas também através de um 
conhecimento mais aprofundado das comunidades bentónicas e do ambiente físico-químico do 
sedimento. 
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